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L’autofagia è un processo omeostatico e degradativo che interviene per il fisiologico turnover proteico, 
per rimuovere proteine mal ripiegate e smaltire organelli danneggiati potenzialmente tossici. In 
condizioni di inedia l’autofagia è necessaria alla degradazione di macromolecole al fine di rendere 
disponibili molecole più semplici utili per un metabolismo basale, tale condizione è nota come 
starvation. Non è ancora chiaro il ruolo dell’autofagia nel sistema nervoso centrale, tuttavia i neuroni 
richiedono che questo sistema sia efficiente più di quanto lo sia per altri tipi cellulari, a causa sia della 
presenza di compartimenti cellulari definiti e caratterizzati da un elevato fabbisogno energetico e da 
un turnover proteico sostenuto, sia dell’assenza di attività mitotica, che consentirebbe invece di smaltire 
aggregati proteici ed organuli danneggiati attraverso le divisioni cellulari successive. Il nostro 
laboratorio ha recentemente dimostrato, in un modello murino di lesione focale acuta, un’attivazione 
dell’autofagia in regioni remote rispetto al sito della lesione, ma funzionalmente connesse ad esso: tale 
induzione autofagica segue temporalmente il rilascio di citocromo C dai mitocondri ma precede 
l’attivazione della Caspasi-3, che segna l’indirizzamento irreversibile della cellula verso la morte 
apoptotica. Modulando l’autofagia con approcci sia farmacologici che genetici è possibile interferire  
nella capacità di recupero funzionale dei neuroni, un maggiore recupero è osservato in condizione di 
potenziamento del’autofagia supportando il ruolo neuroprotettivo e anti-apoptotico della stessa 
autofagia. Sulla base di queste osservazioni, quindi, abbiamo ipotizzato che il danno mitocondriale 
stimolasse il processo autofagico che, rimuovendo gli organelli danneggiati, inibirebbe il rilascio di 
fattori pro-apoptici  preservando struttura e funzione della cellula. I risultati ottenuti mostrano che la 
lesione cerebellare altera la funzionalità e la morfologia dei mitocondri, e che l’induzione 
farmacologica di autofagia – mediante somministrazione di rapamicina (antibiotico macrolide, 
induttore di autofagia) - è in grado di determinarne un recupero; analogamente si verifica in un 
modello in vitro di danno mitocondriale, messo a punto per mimare quanto osservato nell’animale; 
quest’ultima osservazione sperimentale identifica il danno mitocondriale come lo stimolo per 




Autophagy is a homeostatic degradative process that allows physiological protein turnover, removes 
misfolded proteins and disposes damaged organelles, which could be highly toxic for the cell. During 
starvation, autophagy degrades macromolecules in order to provide simpler molecules for basal 
metabolism. The role of autophagic process in the central nervous system is still unclear, but certainly 
neurons require more than other cell types an efficient control system, due to the presence of specific 
cellular compartments with high energy demand and sustained protein turnover and to the absence of 
mitotic activity, which in turn would make neurons capable of disposing damaged subcellular 
components through subsequent division. Our laboratory recently demonstrated in a mouse model of 
focal damage that autophagy is activated in regions that are remote, but functionally connected, to the 
primary lesion site. Autophagy activation follows cytochrome-C release from mitochondria, but 
precedes caspase-3 activation (which represents the irreversible step in the commitment towards 
apoptosis). Genetic and pharmacological modulation of autophagy allowed us to interfere with 
neuronal functional recovery: an autophagy potentiation leads to a better recovery, thus supporting 
the neuroprotective and anti-apoptotic role of this process.  
This findings let us speculate whether mitochondrial damage could trigger autophagy which acts as a 
clearance mechanism, by removing damaged organelles thus inhibits the release of pro-apoptotic 
factors and preserves the structure and function of the cell. Our results show that hemicerebellectomy 
alters both mitochondrial function and morphology and that stimulation of autophagy by rapamycin 
(macrolide antibiotic, autophagy inductor) displays beneficial effects. Similarly, we observed a 
protective role of autophagy induction in an in vitro model of mitochondrial damage: it  reproduces 
what we observed in hemicerebellectomized mice. This results allowed us to identify the 




I – INTRODUZIONE 
1. Il danno secondario 
Una qualsiasi lesione del sistema nervoso centrale (CNS) determina un deficit funzionale dovuto 
prima di tutto alla lesione primaria, circoscritta ad una precisa area.. In base poi alla gravità del trauma 
iniziale, gli effetti neuropatologici possono essere transitori oppure progredire fino a determinare un 
danno ed una neurodegenerazione più marcati o addirittura cronici [Bigler ED et al., 2013]. Il 
progressivo aggravarsi nel tempo del deficit funzionale del CNS è causato da un fenomeno di morte 
neuronale che compare successivamente rispetto alla lesione iniziale ed interessa aree remote, ma 
funzionalmente connesse al sito della lesione stessa; questo processo è detto danno secondario. 
[Viscomi MT et al., 2009].  
Fino ad alcuni decenni fa i meccanismi della degenerazione remota erano ritenuti del tutto irrilevanti, 
ma ad oggi è ben nota la loro criticità nel decorso clinico di diverse patologie quali sclerosi multipla, 
ictus, trauma spinale e trauma cranico [Binkokski F et al., 1996]; è quindi di grande interesse la 
possibilità di sfruttare la finestra temporale tra la lesione primaria e l’insorgenza del danno secondario 
per mettere in atto una strategia terapeutica con scopo neuroprotettivo. 
La gravità del danno secondario correla con diversi fattori, tra cui l’entità della lesione primaria ed il 
tipo di connessioni presenti nelle aree coinvolte.  
Uno dei principali meccanismi responsabili della morte cellulare remota è la degenerazione retrograda 
di neuroni assotomizzati;  le modalità con cui questa si verifica, e le conseguenze che ne derivano, 
sono ancora parzialmente ignote.  
 Modello cerebellare di neurodegenerazione remota 
I circuiti cerebellari sono ben conosciuti e descritti in modo molto preciso: gran parte delle afferenze 
provengono da due regioni del tronco encefalico, l’oliva inferiore (IO) ed il nucleo pontino (Pn); tutte 




Figura 1.1 Schema delle afferenze ed efferenze cerebellari 
 
In virtù di questa organizzazione, un danno che interessi direttamente la corteccia cerebellare, il 
peduncolo o i nuclei cerebellari coinvolge anche i neuroni dei nuclei pontino e olivare controlaterali al 
sito della lesione, compromettendone gli assoni e provocando un’estesa morte neuronale. Per studiare 
la degenerazione retrograda indotta da assotomia nei nuclei precerebellari, è stato utilizzato un 
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modello sperimentale in cui all’animale viene asportato per via chirurgica uno dei due emisferi 
cerebellari (emicerebellectomia, HCb), comprendente parte del verme ed i nuclei cerebellari profondi.  
 Meccanismi di degenerazione remota 
Molti studi sul danno secondario hanno evidenziato che i neuroni assotomizzati i cui pirenofori sono 
localizzati nei nuclei precerebellari vanno incontro a cambiamenti morfologici, biochimici e di 
espressione genica che ne determinano la transizione dallo stato di trasmissione ad uno stato di 
degenerazione/rigenerazione [Viscomi MT et al., 2009]; prima di tutto, si osserva una ridotta sintesi di 
proteine implicate nella trasmissione nervosa, associata ad un incremento nella produzione di fattori 
coinvolti nella crescita e nella risposta a danni cellulari (Figura1.2) [Navarro X  et al., 2007; Yudin D et 
al., 2008]. 
 
Figura 1.2 Schema degli eventi successivi ad HCb 
 
Gli eventi principali cui si assiste nei corpi cellulari dei neuroni assotomizzati, nelle ore e nei giorni 
successivi alla lesione, sono la cromatolisi, la riduzione delle sostanze citoplasmatiche basofile ed il 
movimento eccentrico del nucleo, con concomitante aumento delle dimensioni nucleari e nucleolari 
[Kreutzberg GW, 1996; Lieberman AR, 1971]. Tutte queste caratteristiche distintive della 
degenerazione remota, tuttavia, non appaiono simultaneamente nei neuroni olivari, il che fa supporre 
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che i cambiamenti indotti dall’assotomia inizino in momenti diversi nelle varie cellule: la distribuzione 
dei fenomeni di morte cellulari non appare omogenea, ma bifasica, con  un picco nella prima 
settimana dopo la lesione seguito da un tasso di perdita di neuroni più lento ma costante (Figura1.3). 
 
Figura 1.3 Time course della conta cellulare dei neuroni olivari dopo HCb [modificato da Viscomi MT et al., 2004] 
 
Un’ipotesi che spiegherebbe questo andamento è quella secondo cui una nelle prime fasi sarebbe 
presente una morte cellulare di tipo necrotico, seguita poi da eventi apoptotici, più lenti, nei giorni 
successivi.  
 Attivazione dei fenomeni infiammatori 
Grazie a studi piuttosto recenti è emerso che l’attivazione della glia è in grado di influenzare i 
meccanismi di morte neuronale sia nel sito della lesione primaria che nelle regioni del danno 
secondario [Block F et al., 2005]: infatti, a seguito dell’emicerebellectomia, a livello dei nuclei 
precerebellari si assiste (contestualmente al fenomeno degenerativo) ad un’intensa attivazione 




Figura 1.4 Immagini di microscopia confocale su Pn e IO controlaterali al sito della lesione dopo HCb; a) merge; b) DAPI 
(grigio), marcatore nucleare; c) GFAP (verde), marcatore astrocitario; d)  interleuchina-1β (rosso); e) OX-42 (blu) 
marcatore di microglia; NB: interleuchina-1β colocalizza con GFAP (sovrapposizione tra verde e rosso, risultante nel 
segnale giallo), ma non con OX-42  [modificato da Viscomi MT et al., 2009] 
 
I fenomeni infiammatori sono sostenuti dall’intensa produzione di interleuchina-1 (IL-1), una 
citochina pro-infiammatoria nota per aggravare il danno neuronale e, allo stesso tempo, promuovere 
la proliferazione delle cellule gliali [Loddick SA and Rothwell NJ, 1996], che, a seguito di HCb viene 
sintetizzata dagli astrociti, ma non dalla microglia. (Figura 1.4A). 
 
2. Possibili approcci terapeutici e scoperte recenti 
Per quanto emerso fino ad ora, l’infiammazione e l’apoptosi sembrano essere i principali protagonisti 
nel determinare la morte neuronale, quindi il danno secondario; tuttavia sono stati identificati pochi 
approcci terapeutici che blocchino o ritardino questi eventi degenerativi. Solo recentemente è stato 
testato l’effetto di alcuni farmaci con noto effetto antinfiammatorio nel CNS, quali il 
metilprednisolone sodio succinato (MPSS), sulla degenerazione remota indotta da HCb; il trattamento 
con MPSS ha mostrato, sebbene a dosi elevate,un effetto neuroprotettivo, inducendo una 
diminuzione del tasso di morte cellulare, dell’attivazione della glia e della sintesi IL-1 [Viscomi MT et 
al., 2008].  
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Recentemente, studiando la degenerazione remota nel modello murino di HCb, Viscomi e 
collaboratori hanno dimostrato una massiccia attivazione di un terzo fenomeno: l’autofagia. Nei 
neuroni assotomizzati dei nuclei precerebellari controlaterali alla lesione è stato osservato un 
accumulo di autofagosomi ed autofagolisosomi nelle prime ore dopo il danno cerebellare [Viscomi 
MT et al., 2012]. Aumentando l’attivazione dell’autofagia con la somministrazione di un inibitore del 
complesso di mTOR (rapamicina) c’è stato un complessivo effetto neuroprotettivo, con un aumento 
della sopravvivenza neuronale e del recupero funzionale negli animali lesionati.  
 
Figura 1.5 Schema del ruolo dell’autofagia nel danno remoto [tratto da Viscomi MT and D’Amelio M, 2012] 
 
Probabilmente l’induzione autofagica ha lo scopo di eliminare i mitocondri danneggiati presenti 
all’interno del neurone; tuttavia il danno mitocondriale può risultare notevole per cui la risposta 
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autofagica indotta dalla lesione non è di per sé sufficiente ad eliminare tutti gli organelli danneggiati, 
determinando la morte del neurone (Figura1.5).  
Quest’ipotesi è rafforzata anche dagli esperimenti effettuati su animali in cui è presente un deficit nella 
machinery autofagica, in quanto mancanti di un allele del gene beclin1 (topi eterozigoti Becn1+/-), 
codificante per un fattore essenziale nell’induzione del processo autofagico. Questi animali, a seguito 
dell’operazione, vanno incontro ad una neurodegenerazione più profonda, con maggiore difficoltà nel 
recupero funzionale; il rilascio di citocromo c dai mitocondri è molto più marcato rispetto agli animali 
wild-type, da cui si deduce che il deficit autofagico comporti come conseguenza una suscettibilità più 
pronunciata all’apoptosi (Figura 1.6).  
Sia il pathway apoptotico che quello autofagico hanno un ruolo fondamentale nel meccanismo di 
morte neuronale, anche se è ancora molto dibattuta la questione della loro interazione reciproca. E’ 
stato dimostrato, però, che nei neuroni assotomizzati l’autofagia interviene dopo il rilascio di 
citocromo c dai mitocondri, ma prima dell’induzione apoptotica definitiva, identificabile con 
l’attivazione della Caspasi-3: questo lascia supporre che il danno mitocondriale sia lo stimolo che 
determina l’induzione autofagica.   
 







L’autofagia è un processo omeostatico di clearance intracellulare evolutivamente conservato dal lievito 
fino ai mammiferi; sono diversi i casi in cui questo meccanismo interviene: 1) il fisiologico turnover 
delle proteine; 2) l’eliminazione di batteri patogeni intracellulari (xenofagia); 3) la rimozione di 
aggregati proteici o di organuli danneggiati; 4) la degradazione di macromolecole in periodi di stress 
cellulari, quali la deprivazione di nutrienti (condizione nota come starvation), in modo tale da poterne 
riciclare i singoli componenti e sopravvivere.  
Esistono tre tipi di autofagia: la macroautofagia, la microautofagia e l’autofagia mediata da chaperones 
– CMA – (Figura 1.7); la prima, cui ci si riferisce abitualmente col termine autofagia, prevede la 
formazione di vescicole membranose che circondano la porzione citosolica contenente il materiale da 
eliminare e lo portano al lisosoma, dove avviene la degradazione [Viscomi MT and D’Amelio M, 
2012].  
 La microautofagia e l’autofagia mediata da chaperones 
La microautofagia e l’autofagia mediata da chaperones non prevedono la formazione di autofagosomi 
(Figura 1.7): nel primo caso è il lisosoma stesso ad invaginarsi ed internalizzare la porzione citosolica 
contenente il cargo da degradare [Martinez-Vincente M and Cuervo AM, 2007; Decuypere JP et al., 
2011], mentre durante la CMA intervengono chaperones, tra cui Hsc70 (Heat Shock Cognate protein 
70) e Hsp90 (Heat shock protein 90), che consentono l’attraversamento della membrana lisosomiale 
agli aggregati proteici che devono essere rimossi; la caratteristica fondamentale di questo processo è la 
selettività: la CMA, infatti, interviene soltanto nella degradazione di una particolare classe di proteine, 
contenenti una sequenza-target che viene esposta in caso di folding scorretto e viene riconosciuta dagli 




Figura 1.7 Schema riassuntivo dei tre tipi di autofagia [tratto da Decuypere JP et al., 2011] 
 
 La machinery autofagica 
Le fasi iniziali del processo autofagico prevedono la formazione (nucleazione) e l’espansione di una 
membrana di isolamento, denominata fagoforo, le cui estremità poi si fondono formando un 
autofagosoma attorno al cargo citosolico da rimuovere; l’autofagosoma infine si fonde con un 
lisosoma, e formare un autofagolisosoma, all’interno del quale viene degradato il materiale sequestrato 
(Figura 1.8).  
Molti dei geni deputati alla regolazione del processo autofagico (autophagy regulatory genes, Atg) sono 
stati caratterizzati nel lievito Saccharomyces cerevisiae [He C and Klionsky DJ, 2009; Inoue Y and 




Figura 1.8 Fasi del processo autofagico [tratto da Viscomi MT and D’Amelio M, 2012] 
 
Nei mammiferi, in condizioni basali, il complesso ULK 1,2 è stabilmente legato a tre fattori della 
famiglia Atg - Atg13, FIP200 e Atg10 - ed è associato ad mTORC1 (mammalian target of rapamycin 
complex 1); quest’ultimo fosforila ULK 1,2 ed iperfosforila Atg13, il quale a sua volta inibisce l’attività 
chinasica di ULK 1,2, bloccando l’induzione autofagica [Ravikumar at al., 2010; Mizushima N, 2010]. 
In condizioni di starvation, TORC1, inattivo, si dissocia dal complesso di ULK: questo, grazie alla sua 
attività di chinasi, fosforila Atg13, iperfosforila FIP200 e si autofosforila; la sua mancata inibizione da 
parte di TORC1, inoltre, comporta l’attivazione di un altro complesso in cui compaiono Vps34 (una 
fosfatidil-inositolo 3 fosfato chinasi di classe III) e Beclin-1 (un altro fattore della classe degli Atg): 
viene quindi generato fosfatidil-inositolo 3 fosfato, che è un componente fondamentale della 
membrana del futuro autofagosoma [Ravikumar at al., 2010]. Da alcune evidenze sperimentali sembra 
che la fusione omotipica dei precursori del fagoforo sia mediata dalle proteine SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) [Ravikumar at al., 2010], che contribuiscono quindi 
ad aumentare le dimensioni del fagoforo e ed a farne progredire la maturazione.  
Nei primi stadi del processo autofagico intervengono due meccanismi di coniugazione tra proteine: 
nel primo si ha la coniugazione tra Atg12 e Atg5, mentre nel secondo LC3-I (microtubule-associated 
protein 1 light chain 3) viene coniugato al lipide fosfatidiletanolammina; in questo modo si verifica la 
transizione dalla forma I alla forma II (lipidata) di LC3, che si localizza sulla membrana del fagoforo 
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(Figura 1.9), dove rimane anche durante i successivi stadi di maturazione (per questo è considerato 
l’unico marcatore veramente affidabile per monitorare il processo autofagico); LC3 viene sintetizzato 
in forma di precursore (pro-LC3), da cui viene rimosso, mediante un taglio proteolitico operato dalla 
proteasi Atg4B, il dominio carbossi-terminale così da formare la forma I [Kabeya Y at al., 2000; 
Pankiv S et al., 2007]. 
 
Figura 1.9 Pathway dell’induzione autofagica [tratto da Choi et al., 2013] 
 
Una volta formati, gli autofagosomi vengono trasportati lungo i microtubuli fino al centro 
organizzatore dei microtubuli, una regione della cellula molto ricca in lisosomi; la fusione tra la 
membrana dell’autofagosoma e quella lisosomiale e la degradazione del cargo sono eventi mediati da 
molte proteine, tra cui alcune proteine integrali della membrana lisosomiale le cisteina-proteasi 
lisosomaiali catepsina B, D ed L [Repnik U et al., 2012; Kaminskyy V et al., 2012].  
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4. Ruolo dei mitocondri nel processo autofagico 
L’autofagia interviene nell’eliminazione degli organuli danneggiati dal citoplasma; in base al tipo di 
organuli che vengono portati al lisosoma possiamo distinguere diverse sottoclassificazioni di autofagia, 
come la ribofagia, la reticolofagia e la mitofagia, che consistono nell’eliminazione, rispettivamente, di 
ribosomi, porzioni di reticolo endoplasmico e mitocondri danneggiati.  
I mitocondri sono organuli cruciali nella vita della cellula: sono responsabili della produzione di ATP 
attraverso la fosforilazione ossidativa, costituiscono un centro per la regolazione del signalling e 
controllano l’omeostasi del calcio; rappresentano però anche la maggiore fonte di specie reattive 
dell’ossigeno all’interno della cellula, perciò durante l’evoluzione si è sviluppato un efficiente 
meccanismo di controllo della qualità di questi organuli, allo scopo di evitare che la presenza di un pool 
di mitocondri danneggiati diventi una minaccia per l’integrità cellulare.  
Come già detto in precedenza, da un recente studio sul danno remoto [Viscomi MT et al., 2012] è 
emersa l’ipotesi che lo stimolo iniziale per l’induzione di autofagia, che in questo modello sperimentale 
svolge un chiaro effetto neuroprotettivo, venga proprio dai mitocondri: nei neuroni assotomizzati 
delle aree controlaterali al sito della lesione primaria, infatti, il danno mitocondriale (evidenziato con il 
rilascio del citocromo c) precede temporalmente la comparsa dei marcatori di induzione autofagica 
(Figura 1.10); questo suggerisce che la machinery autofagica venga attivata dalla lesione per rimuovere i 
mitocondri danneggiati che stanno rilasciando fattori pro-apoptotici che porterebbero all’attivazione 
della Caspasi-3 ed alla morte apoptotica del neurone.  
 
Figura 1.10 Time course del rilascio di citocromo c e della comparsa dei marker autofagici nel nucleo pontino (Pn) e 
nell’oliva inferiore (IO) di animali HCb. [Tratto da Viscomi MT et al., 2012] 
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5. Le dinamiche mitocondriali 
Normalmente i mitocondri formano un reticolo che, partendo dal nucleo, raggiunge tutte le aree della 
cellula, assicurando un uniforme e corretto apporto energetico; in condizioni fisiologiche, il network 
mitocondriale appare come una struttura estremamente dinamica, le cui variazioni morfologiche sono 
regolate da eventi di fusione e di frammentazione del reticolo – fenomeno noto come fissione 
mitocondriale – in equilibrio tra loro. Si parla, nell’insieme, di dinamiche mitocondriali; l’equilibrio tra 
di esse è essenziale, poichè determina in modo estremamente preciso la morfologia (Figura 1.11), le 
dimensioni e la distribuzione degli organelli, di conseguenza anche la loro funzionalità. 
Un’eccessiva frammentazione, ad esempio, causerebbe la comparsa di una popolazione eterogenea di 
mitocondri con una distribuzione non equa del DNA mitocondriale, una ridotta capacità respiratoria 
(quindi di produzione di ATP) ed una maggiore propensione alla generazione di specie reattive; tutti 
questi eventi renderebbero la cellula molto più suscettibile ad andare incontro ad apoptosi [Palmer et 
al., 2011].   
 
Figura 1.11 Effetti sulla morfologia mitocondriale dell'overespressione di fattori pro-fissione (GFP-Fis1) o pro-fusione (MiD49/51) 
(tratto da [Palmer CS et al., 2011] 
 
Tra le cellule specializzate, i neuroni sono sicuramente i più suscettibili ad uno squilibrio nelle 




Data la complessità di questi processi, ed il loro ruolo nel mantenimento della funzionalità cellulare, 
per il loro corretto svolgimento è richiesto un gran numero di proteine, la cui azione è regolata e 
coordinata in modo estremamente preciso.   
 La fusione mitocondriale 
Nella fisiologia della cellula, la fusione mitocondriale rappresenta un meccanismo con cui la 
popolazione di organuli viene mantenuta omogenea, così da facilitare l’inter-complementazione del 
DNA mitocondriale. Per mantenere la giusta compartimentalizzazione degli organuli, la fusione 
interessa sia la membrana mitocondriale esterna (outer mitochondrial membrane, OMM) che quella interna 
(inner mitochondrial membrane, IMM). 
Tra le proteine della OMM coinvolte nel processo di fusione, il ruolo principale è svolto dalle 
mitofusine (Mfn1 e Mfn2), due proteine ad attività GTPasica che attraversano per due volte la 
membrana mitocondriale esterna, esponendo al citosol sia il dominio amino-terminale GTP-asico che 
quello carbossi-terminale con struttura coiled-coil, tramite il quale avviene l’interazione tra molecole di 
mitofusina1 per l’aggancio tra due mitocondri (Figura1.12), in maniera GTP-dipendente; nonostante 
l’elevato grado di omologia, Mfn2 non è richiesta in questo processo, ma sembra essere maggiormente 
coinvolta nei fenomeni di interazione tra mitocondrio e reticolo endoplasmico [De Brito OM and 
Scorrano L, 2008].  
 




Per quanto riguarda, invece, la fusione delle membrane interne, la GTP-asi OPA1 (Optic Atrophy 1) 
svolge il ruolo principale [Cipolat S et al., 2004]; si tratta di una proteina simile alla dinamina, associata 
alla membrana mitocondriale interna, che interviene normalmente nel rimodellamento delle creste 
mitocondriali (Figura 1.13).  
 
Figura 1.13 Aggancio e fusione delle membrane mitocondriali interne (in arancio, OPA1) 
 
Per il mantenimento della giusta morfologia mitocondriale è essenziale il bilanciamento tra le isoforme 
short (S-OPA1) e long (L-OPA1): un eccesso della prima, infatti, determina un incremento della 
frammentazione degli organuli,  nonchè distruzione delle creste mitocondriali; l’aumento della forma 
solubile di S-OPA1 è causato dalla up-regolazione delle proteasi coinvolte nel taglio proteolitico di 
OPA1; tale up-regolazione può dipendere dal dissipamento del potenziale di membrana, dalla perdita 
del DNA mitocondriale o dall’induzione apoptotica [Ishihara N et al., 2006].  
Oltre a Mfn1 e OPA1, sono stati identificati altri fattori coinvolti nel processo di fusione 
mitocondriale, tra i quali Proibitina-2 e SLP-2 (stomatin like protein-2), che si suppone possano agire 
come scaffold per OPA1 a livello della IMM [Tondera D et al., 2009; Merkwirth Cet al., 2008].   
 La fissione mitocondriale 
La fissione mitocondriale è importante nel riarrangiamento del network mitocondriale, soprattutto al 
momento della divisione mitotica, quando è necessario che ad entrambe le cellule figlie vengano 
distribuiti gli organuli in maniera equa. 
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La fissione è richiesta anche come evento preliminare alla mitofagia, per permettere la segregazione 
degli organuli danneggiati, la loro inclusione negli autofagosomi ed infine la loro degradazione.  
Il meccanismo di fissione è controllato fondamentalmente da due proteine, una citosolica – Drp1 
(Dynamin-related protein 1) – ed una mitocondriale – hFis1. Per poter indurre fissione mitocondriale, 
Drp1 deve traslocare dal citosol (dove si trova normalmente associata ai microtubuli) alla membrana 
mitocondriale esterna, dove presumibilmente si ancora a hFis1 [Cereghetti GM et al., 2008; Yoon Y et 
al., 2003]. Drp1 appartiene alla famiglia delle dinamine, proteine ad attività GTP-asica coinvolte nella 
scissione di membrane, con cui condivide diverse caratteristiche strutturali; per svolgere la sua azione, 
Drp1 forma un anello multimerico con cui circonda la superficie esterna del mitocondrio e, a seguito 
dell’idrolisi di GTP, ne provoca la costrizione, quindi la scissione (Figura 1.14).  
 





L’associazione dei diversi monomeri di Drp1 richiede la presenza di proteine che funzionino come 
supporti per il suo ancoraggio: oltre alla già citata hFis1 (il cui ruolo è ancora dibattuto) anche Mff 
(Mitochondrial Fission Factor) e le due Mitochondrial Dynamics proteins (MiD), del peso molecolare, 
rispettivamente, di 49 e 51 KDa (MiD49 e MiD51), sembrano svolgere questa funzione di scaffold 
[Palmer CS et al., 2011]. 
 Controllo della localizzazione di Drp1 
Per indurre la fissione mitocondriale, Drp1 dal citosol viene reclutato al mitocondrio poi, dopo aver 
svolto la sua funzione, viene nuovamente rilasciato nel citosol.  
La localizzazione intracellulare di Drp1 è controllata da numerose modifiche post-trascrizionali, 
comprendenti fosforilazione (Figura 1.15), S-nitrosilazione, ubiquitinazione e SUMOilazione.  
Due eventi di fosforilazione promuovono la traslocazione di Drp1 al mitocondrio, quindi l’innesco 
del processo di fissione: il primo riguarda la Ser616 e si verifica durante la divisione cellulare; la chinasi 
coinvolta è CDK1 (cyclin-dependent kinase 1) [ Taguchi N et al., 2007]; nel secondo caso, invece, ad 
essere fosforilata è la Ser600, ad opera della CAMKIα (calcium/calmodulin-dependent protein kinase Ialpha) 
[Han XJ et al., 2008]. Un terzo evento di fosforilazione, invece, inibisce la fissione mitocondriale: 
quando infatti Drp1 viene fosforilato in corrispondenza della Ser637 dalla protein-kinase A (PKA), la 
sua localizzazione mitocondriale viene impedita [Chang CR and Blackstone C, 2007]. Se però questo 
stesso residuo di serina viene defosforilato dalla fosfatasi calcio-dipendente calcineurina (protein-
fosfatasi 2B, PP2B), Drp1 trasloca al mitocondrio e induce fissione [Cereghetti GM et al., 2008].  
Oltre agli eventi di fosforilazione e defosforilazione, altre modifiche post-traduzionali intervengono 
nella regolazione della localizzazione intracellulare di Drp1. La S-nitrosilazione sulla Cys644 causa un 
aumento dell’attività GTP-asica e della capacità di dimerizzazione [Cho DH et al., 2009]; anche la 
SUMOilazione di Drp1 ne favorisce la localizzazione mitocondriale e ne rafforza l’associazione con la 
membrana mitocondriale esterna; durante la mitosi, al contrario, interviene la SUMO proteasi SenP5, 
che destabilizza questa associazione in modo tale da assicurare un completo set di mitocondri alle 
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cellule figlie [Zunino R et al., 2009]. Drp1 può, infine, essere ubiquitinato: l’azione della ubiquitina E3 
ligasi mitocondriale MARCH5, che agisce anche su hFis1, determina un’inibizione della fissione 
mitocondriale [Park YY et al., 2010]. Drp1 è substrato di un’altra ubiquitina E3 ligasi, Parkin, che ne 
determina la degradazione proteasoma-dipendente [Wang H et al., 2011]. 
 
Figura 1.15 Rappresentazione schematica degli eventi di fosforilazione e defosforilazione di Drp1 
 
6. Stato dell’arte 
Negli ultimi anni, numerosi gruppi di ricerca hanno investigato i meccanismi alla base del processo 
autofagico, soprattutto per quel che concerne il sistema nervoso centrale. Non è ancora chiaro il ruolo 
dell’autofagia nel sistema nervoso centrale, tuttavia i neuroni risultano più suscettibili, rispetto ad altri 
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tipi cellulari, alle conseguenze di un deficit dell’autofagia, fondamentalmente per due motivi: 1) la 
presenza di compartimenti cellulari ben definiti e caratterizzati da un elevato fabbisogno energetico e 
da un turnover proteico sostenuto; 2) l’assenza di attività mitotica, che impone un efficiente controllo 
di qualità per evitare l’accumulo di proteine tossiche e organuli danneggiati (che non possono essere 
smaltiti attraverso le divisioni cellulari). Deficit della machinery autofagica sono stati associati 
all’insorgenza di diversi disordini neurodegenerativi cronici e, più recentemente, ha iniziato a 
diffondersi l’ipotesi di un ruolo centrale, seppure ancora sconosciuto, dell’autofagia anche nel danno 
cerebrale acuto (che in diversi casi è associato ad una lesione assonale) e nella conseguente 
degenerazione remota che interessa i corpi cellulari dei neuroni in regioni remote, ma funzionalmente 
correlate al sito della lesione.  
Nel 2012, Viscomi e collaboratori hanno indagato il ruolo dell’autofagia in un modello in vivo di 
lesione focale del sistema nervoso centrale [Viscomi MT et al., 2012], concentrando l’attenzione sugli 
eventi di morte neuronale remota successivi alla lesione indotta mediante emicerebellectomia; questi 
fenomeni di degenerazione sono dovuti alla deprivazione del target ed al danno assonale che 
interessano i neuroni dei nuclei precerebellari (nucleo pontino e oliva inferiore) controlaterali al sito 
della lesione (le stesse aree ipsilaterali al sito della lesione non sono coinvolte, in virtù 
dell’organizzazione ad input-output incrociati che caratterizza il cervelletto). 
Nei neuroni assotomizzati l’attività autofagica è stata monitorata attraverso diverse tecniche: 1) 
utilizzando topi transgenici in cui la proteina LC3 è coniugata alla GFP, sono state utilizzate tecniche 
di microscopia confocale per quantificare la formazione di dots di LC3, indice di formazione di 
autofagosomi (con l’induzione autofagica, infatti, si passa da un segnale di fluorescenza diffuso nel 
citoplasma alla comparsa di punti circoscritti); 2) la microscopia elettronica è stata sfruttata per 
ricercare la presenza di autofagosomi; 3) i livelli delle proteine coinvolte nell’induzione di autofagia ed 
il tasso di conversione di LC3 dalla forma I alla forma II sono stati misurati mediante Western Blot. 
L’autofagia viene aumentata a seguito della lesione cerebellare e segue temporalmente il rilascio di 
citocromo c dai mitocondri: questo evento è indice di danno mitocondriale e rappresenta l’innesco 
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iniziale per l’attivazione della cascata apoptotica; l’indirizzamento definitivo ed irreversibile verso la 
morte cellulare apoptotica è segnato dall’attivazione della caspasi 3, che invece è successiva 
all’induzione dell’autofagia: mentre il rilascio di citocromo c inizia dopo 12 ore dalla lesione, i primi 
segni di induzione autofagica si manifestano dopo 24 ore dalla lesione ed infine l’attivazione della 
Caspasi-3 e la conseguente frammentazione del DNA compaiono solo dopo 2 giorni dalla lesione. 
La manipolazione dell’autofagia con approcci genetici e farmacologici ha consentito di identificare il 
ruolo neuroprotettivo di questo processo: la somministrazione di rapamicina, un inibitore del 
complesso di mTOR che promuove l’autofagia, ad animali wild-type operati comporta un ridotto 
rilascio di citocromo c dai mitocondri, una maggiore sopravvivenza neuronale ed un miglior recupero 
funzionale; lo stesso non accade in animali aploinsufficienti per il gene chiave del processo autofagico 
beclin 1; l’impairment autofagico basale di questi animali fa sì che, a seguito del danno cerebellare, il 
rilascio di citocromo c ed il tasso di morte cellulare siano più marcati rispetto agli animali wild-type. La 
rapamicina, inoltre, non aumenta nè l’autofagia nè la sopravvivenza cellulare di questi animali, per cui 
risulta rafforzata l’ipotesi che l’effetto neuroprotettivo ed antiapoptotico del farmaci sia dipendente 
dalla sua capacità di modulare l’autofagia.  
Sulla base di questi dati è stata avanzata l’ipotesi che la machinery autofagica venga attivata in risposta al 
danno mitocondriale: con il rilascio di citocromo c nel citosol, l’autofagia potrebbe essere innescata in 
modo da eliminare i mitocondri danneggiati che stanno rilasciando fattori pro-apoptotici; in 
quest’ottica, un deficit basale nell’autofagia ridurrebbe la clearance mitocondriale, permettendo nel 
contempo il continuo rilascio di citocromo c quindi l’attivazione della caspasi 3, indirizzando 
irreversibilmente la cellula verso la morte cellulare. Potenziando, invece, l’autofagia per via 
farmacologica è possibile migliorare il recupero funzionale e preservare la sopravvivenza neuronale, 
effetto che non viene determinato dall’autofagia indotta dalla lesione per se;  l’ipotesi, al riguardo, è che 
in seguito all’emicerbellectomia i mitocondri danneggiati siano troppi e l’induzione autofagica dovuta 
alla lesione non sia sufficiente ad eliminarli completamente. 
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Anche se i dati ottenuti riguardo la modulazione dell’autofagia supportano l’ipotesi del ruolo centrale 
dei mitocondri, e nonostante il fatto che il rilascio di citocromo c sembra essere il bersaglio più logico 
dell’effetto neuroprotettivo della rapamicina, manca ancora il collegamento diretto tra induzione del 
danno mitocondriale ed attivazione della machinery autofagica. 
 
Lo scopo di questo lavoro di tesi consiste nella caratterizzazione funzionale del meccanismo operante 
nel neurone che consente di neutralizzare l’azione pro-apoptotica di mitocondri che subiscono un 
danno; tutti gli esperimenti sono stati pertanto effettuati per determinare l’effettiva presenza di un 
danno mitocondriale in neuroni assotomizzati e per chiarire la questione legata al cross-talk tra danno 
mitocondriale e induzione autofagica.   
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II - MATERIALI E METODI 
 
1. Animali 
Per gli esperimenti in vivo sono stati utilizzati topi adulti, di ceppo C57Bl/6, di età compresa tra le 10 e 
le 12 settimane e di peso corporeo di circa 20 grammi. Gli animali eterozigoti Becn+/- sono stati forniti 
dalla Dott.ssa Beth Levine (Howard Hughes Medical Institute, Dallas, USA). Tutte le pratiche 
sperimentali sono state svolte in modo da ottimizzare il numero di animali utilizzati e rendere minima 
la loro sofferenza. 
 
2. Operazioni chirurgiche e trattamenti farmacologici  
Le operazioni chirurgiche e le dissezioni sono state svolte in collaborazione con la Dott.ssa Maria 
Teresa Viscomi (IRCCS Fondazione S.Lucia, Roma). 
Le lesioni cerebellari sono state provocate mediante asportazione della porzione cerebellare destra 
(emicerebellectomia, HCb). Gli animali sono stati preventivamente anestetizzati con un’iniezione 
intraperitoneale (i.p.) di xilazina (Rompun, 10 mg/ml, Bayer) e tiletamina e zolazepam (Zoletil 100, 50 
mg/ml, Virbac), quindi posizionati su un apparato stereotattico. Dopo l’apertura e la rimozione 
dell’osso occipitale, è stata incisa la dura madre in modo da esporre il cervelletto, del quale è stato 
asportato mediante aspirazione l’emisfero destro, fino ai nuclei cerebellari profondi (figura 2.1). La 
ferita è stata chiusa con una sostanza spugnosa a base di fibrinogeno (Spongostan, Ferrosan Medical 
Devices) e suturata. Per gli animali di controllo, l’operazione è stata interrotta subito dopo l’incisione 




Figura 2.1 Schema del modello HCb [Tratto da Viscomi MT et al., 2012] 
 
A seconda del gruppo sperimentale, è stata somministrata soluzione salina (0.9% NaCl) o rapamicina 
(2 mg/Kg, Alexis Biochemicals) per via intraperitoneale. 
Gli animali, dopo l’operazione, sono stati riposti nelle loro gabbie; dopo 24 ore dall’operazione sono 
stati sacrificati al fine di asportare i nuclei precerebellari del forebrain controlaterali alla lesione (nucleo 
pontino – Pn – e oliva inferiore - IO). 
Poiché i risultati precedentemente ottenuti su IO e Pn sono assolutamente comparabili, sia in termini 
di risposta autofagica sia dal punto di vista neurodegenerativo [Viscomi MT et al., 2012], in tutti gli 
esperimenti descritti in questa tesi i due nuclei precerebellari sono stati processati ed analizzati 
contestualmente, come unico campione. 
 
3. Preparazione di mitocondri per la marcatura con TMRE e citofluorimetria 
La marcatura dei mitocondri con TMRE ed il saggio di citofluorimetria sono stati effettuati con la 
collaborazione della Dott.ssa Maria Teresa Cencioni (IRCCS, Fondazione Santa Lucia, Roma). 
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La tetrametilrodamina etil estere (TMRE) è un colorante cationico fluorescente rosso-arancio 
permeabile alle membrane cellulari. Una volta all’interno della cellula, si accumula all’interno dei 
mitocondri funzionali, in virtù della loro carica netta negativa, mentre non viene incorporato da 
mitocondri depolarizzati o inattivi, che hanno quindi perso il loro potenziale di membrana. 
I nuclei precerebellari (IO e Pn) dissezionati da due animali sono stati omogeneizzati in ghiaccio con 
un potter  vetro/teflon (35 strokes) in 0.5 ml di tampone IBc freddo (250 mM saccarosio, 10 mM Tris-
MOPS pH 7.4, 1 mM EGTA-Tris pH 7.4). L’omogenato è stato quindi trasferito in un tubo da 2 ml e 
centrifugato a 600 g per 10 minuti a +4°C. Il sovranatante ottenuto è stato poi centrifugato a 7.000 g 
per 10 minuti a +4°C; il risultante pellet contenente i mitocondri è stato delicatamente risospeso in 0.5 
ml della soluzione IBc e centrifugato a 7.000 g per 10 minuti a +4°C. Il sovranatante è stato rimosso 
invertendo il tubo ed il pellet è stato delicatamente risospeso nella piccola quantità di tampone 
rimanente. I mitocondri sono stati così mantenuti più concentrati e, riducendone l’esposizione 
all’ossigeno, funzionali per un tempo maggiore. 
La concentrazione proteica dei diversi campioni è stata determinata con il metodo di Bradford 
(descritto nel paragrafo 10). Per ogni campione, la stessa quantità di proteine (50 g) è stata diluita 
fino ad un volume finale di 0.2 ml con tampone EBm (250 mM saccarosio, 10 mM Tris-HCl pH7.4, 5 
mM MgCl2, 20 µM EGTA-Tris pH 7.4, 2 mM Pi – KH2PO4 pH 7.4 con Trizma base) addizionato 
con 5mM glutammato, 2.5 mM malato e 75 nM tetrametilrodamina etil estere perclorato. I campioni 
sono stati successivamente incubati al buio per 10 minuti a 37°C, quindi sottoposti all’analisi 
citofluorimetrica, per la quale è stato utilizzato un citofluorimetro FacsCanto (BD Biosciences); per 
ogni campione sono stati registrati 100.000 eventi. Inoltre, ciascun campione è stato analizzato anche 
dopo un trattamento con 60-100 nM di carbonil cianuro 4-(trifluorometossi) fenil idrazone (FCCP, 
Sigma-Aldrich) per dissipare completamente il potenziale di membrana ed avere quindi un controllo 
negativo [Frezza C et al., 2007].  
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4. Isolamento di frazioni mitocondriali e citosoliche da tessuto cerebrale 
I nuclei precerebellari (IO e Pn) dissezionati da tre animali sono stati omogeneizzati (35 strokes) in 
ghiaccio con un micro-omogeneizzatore in vetro Pyrex in 0.5 ml di soluzione A fredda (250 mM 
saccarosio, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, cocktail di inibitori di 
proteasi Sigma-Aldrich P8340); l’omogenato è stato quindi trasferito in un tubo da 2 ml e centrifugato 
per 20 minuti a 1.000 g a +4°C. Il sovranatante ottenuto è stato poi centrifugato per 20 minuti a 
10.000 g a +4°C per separare la frazione citosolica (supernatante) da quella mitocondriale (pellet). Il 
sovranatante è stato trasferito in tubi per ultracentrifuga (Beckman), portato a 4 ml circa di volume 
finale con soluzione A, e ulteriormente centrifugato a 100.000 g per un’ora a +4°C (in ultracentrifuga 
con rotore oscillante Beckman Coulter SW60Ti) per ottenere la frazione citosolica purificata. Al 
termine della centrifuga, il sovranatante è stato trasferito in un tubo con 8 volumi di acetone freddo 
(32 ml) – per far precipitare le proteine – e lasciato a -20°C overnight (o/n).  
Il pellet contenente la frazione mitocondriale è stato lavato 3 volte con 0.5 ml di soluzione B (250 mM 
saccarosio, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EGTA) mediante centrifugazioni successive (10.000 g, 10 
minuti, a +4°C), quindi risospeso in 0.5 ml del medesimo tampone. Per un’ulteriore purificazione è 
stata sfruttata una centrifugazione su un gradiente di saccarosio (2.5 M, 1.1 ml), Percoll (100%, 3.28 
ml) e tampone TE (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA - 6.12 ml) preparato in tubi per 
ultracentrifuga da 12 ml. I campioni sono stati caricati sul gradiente e centrifugati a 60.000 g per 50 
minuti a +4°C (in ultracentrifuga con rotore oscillante Beckman Coulter SW41Ti), in modo da 
ottenere la frazione corrispondente ai mitocondri purificati, identificabile come una banda densa 




Figura 2.2 Separazione della frazione mitocondriale mediante centrifugazione su gradiente (schema) 
              
Tale frazione è stata recuperata con una siringa provvista di ago da epidurale e trasferita in un tubo da 
1.5 ml per essere diluita con soluzione B e centrifugata a 10.000 g per 20 minuti a +4°C; il pellet 
ottenuto è stato lavato 3 volte con 1 ml di soluzione B mediante centrifugazioni successive (10.000 g, 
15 minuti) , infine conservato a -80°C fino al giorno successivo. 
Dopo la precipitazione in acetone o/n, la frazione citosolica è stata centrifugata a 3.000 g per 15 
minuti a +4°C ed il risultante pellet lasciato asciugare completamente dall’acetone in ghiaccio sotto 
cappa chimica. 
Le proteine citosoliche sono state quindi risospese in 150 l di tampone RIPA (50 mM Tris-HCl pH 
7.4, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.25% Na-deossicolato, 0.1% 
SDS, 1 mM Na3VO4, 5 mM 2-glicerofosfato, cocktail di inibitori di proteasi – Sigma) e sonicate in 
ghiaccio (10 strokes in sonicatore UP200S Hiescher Ultrasound Technologies, ciclo 0.5, ampiezza 45) 
prima della quantificazione. Per l’estrazione delle proteine mitocondriali il pellet è stato risospeso in 
50-70 l (a seconda delle dimensioni) di tampone RIPA. I campioni sono stati sonicati (6 strokes in 
sonicatore UP200S Hiescher Ultrasound Technologies, ciclo 0.5, ampiezza 45), incubati in ghiaccio 
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per 15 minuti e centrifugati a 15.800 g per 10 minuti a +4°C. La concentrazione proteica del 
sovranatante ottenuto è stata determinata mediante il metodo di Bradford (vedi paragrafo 10). 
 
5. Saggio di attività della fosfatasi calcineurina su tessuto animale 
Il saggio per la quantificazione dell’attività della calcineurina è stato svolto con la collaborazione del 
Dott. Alberto Ferri (CNR, Roma) e della Dott.ssa Elisa Bisicchia (IRCCS Fondazione S. Lucia, 
Roma). 
L’attività della calcineurina è stata determinata monitorando il rilascio di fosfato radioattivo (32P) dal 
residuo di fosfo-serina contenuto nel peptide substrato (la cui sequenza è Asp-Leu-Asp-Val-Pro-Ile-
Pro-Gly-Arg-Phe-Asp-Arg-Arg-Val-Ser-Val-Ala-Ala-Glu) corrispondente ad una regione della 
subunità regolatoria RII della protein-chinasi cAMP-dipendente [Ferri et al., 2000]. I nuclei 
precerebellari sono stati omogeneizzati in tampone A (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA, 1 mM 
CaCl2, 1 mM PMSF, 1 mM DTT), lisati mediante 3 rapidi passaggi consecutivi di congelamento in 
azoto liquido (-196,2°C) e scongelamento in bagnetto a 37°C  ed infine centrifugati a 17.000 g per 10 
minuti. La stessa quantità di proteine (10 g) di ciascun campione è stata diluita in un uguale volume 
di tampone B (100 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM MnCl2, 0.1 mM CaCl2, 1 mM DTT) quindi 
immediatamente processati per il saggio di attività, per il quale sono stati aggiunti 1mM NiSO4 (allo 
scopo di ottenere la massima attivazione dell’enzima) e di 200 nM acido okadaico (ad una 
concentrazione finale tale da inibire tutte le attività fosfatasiche, fatta eccezione solo per la 
calcineurina). Non è stato aggiunto MgCl2 per evitare l’attivazione della protein fosfatasi 2C. 
 
6. Colture cellulari 
Le cellule SH-SY5Y, una linea cellulare immortalizzata di neuroblastoma umano, sono state 
mantenute in coltura in terreno DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Lonza) addizionato 
con siero fetale bovino al 10% (FBS, Lonza) e penicillina/streptomicina (alla concentrazione di 100 
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U/ml), ad una temperatura costante di 37°C, in atmosfera umidificata e al 5% di CO2. Per il 
mantenimento della linea cellulare, una volta raggiunta una confluenza pari al 70-80% (ogni due giorni 
circa), le cellule sono state private del terreno, lavate con tampone fosfato salino – PBS - sterile 
(Lonza) e staccate dalla piastra mediante incubazione con tripsina (Lonza) a 37°C per due minuti; al 
termine dell’incubazione, l’azione della tripsina è stata bloccata aggiungendo terreno fresco alla piastra 
(questo perchè il siero contiene inibitori dell’enzima). Le cellule sono state quindi dissociate 
meccanicamente e trasferite, ad una diluizione opportuna, in una nuova piastra contenente terreno 
fresco. 
 
7. Generazione del vettore lentivirale ed infezione delle cellule 
La realizzazione della linea cellulare knock-down per il gene beclin1 è stata possibile grazie alla gentile 
collaborazione della Dott.ssa Francesca Nazio (IRCCS Fondazione S. Lucia) e del Dott. Gianmaria 
Fimia (INMI L. Spallanzani, IRCCS). 
L’RNA interference per il gene beclin 1 è stata ottenuta sfruttando un plasmide pLKO.1 (Figura 2.3) 
contenente un corta sequenza a forcina complementare ad una regione dell’mRNA di beclin 1 (Sigma-
Aldrich), cotrasfettato con altri due plasmidi (pMDLg e psPAX) in cellule Hek293T. 48 ore dopo la 
trasfezione è stato raccolto il sovranatante contenente la frazione lentivirale, con la quale sono state 
infettate, mediante incubazione per 6-8 ore, le cellule della linea SH-SY5Y. Per le cellule di controllo, è 
stata effettuata una trasfezione con un plasmide pLKO.1 contenente una sequenza a forcina che non 
ha bersagli nel DNA umano. 
Il mantenimento in coltura delle cellule trasfettate richiede la presenza, nel terreno, di puromicina alla 
concentrazione finale di 2.5 g/ml. La puromicina è un antibiotico prodotto da Streptomyces albo-niger 
che blocca la sintesi proteica entrando nel sito A del ribosoma ed inibendo l’ingresso di un ulteriore 
amminoacil-tRNA, agendo sia sui batteri che sugli eucarioti. Questo antibiotico è stato quindi 
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utilizzato per la selezione delle cellule esprimenti il vettore, che contiene un gene di resistenza per la 
puromicina. 
 
Figura 2.3 Plasmide pLKO.1 (Sigma-Aldrich) utilizzato per l’interference di Beclin1 
 
8. Trattamenti farmacologici delle linee cellulari 
Le condizioni sperimentali sono state scelte a seguito di una serie di esperimenti di Western Blot che 
hanno permesso di definire le concentrazioni dei farmaci ed i tempi di trattamento; questi esperimenti 
sono descritti più dettagliatamente nella sezione “Risultati” (paragrafo 5); la durata della recovery in 
mezzo fresco è stata invece fissata sulla base di studi precedenti.  
I trattamenti farmacologici sono stati effettuati su cellule ad una confluenza pari circa all’80% e 
consistevano in un’incubazione di 60 minuti con 100 nM rapamicina (Figura 2.4A) o di 30 minuti con 




Figura 2.4 Struttura molecolare della rapamicina (A) e dell’FCCP (B) 
 
In caso di somministrazione con entrambi gli agenti, le cellule subiscono un pre-trattamento di 30 
minuti con rapamicina seguito dall’incubazione (sempre di 30 minuti) con FCCP. Il gruppo di 
controllo subisce la somministrazione di un volume di veicolo (dimetil-sulfossido, DMSO) pari a 
quello dei farmaci.  
Al termine dell’incubazione, il terreno contenente i farmaci viene sostituito da terreno fresco e le 
cellule vengono lasciate in “recovery” per tre ore prima del processamento (per il piano sperimentale dei 
trattamenti v. Figura 2.5).  
 
Figura 2.5 Piano sperimentale dei trattamenti farmacologici delle cellule 
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9. Preparazione di lisati cellulari 
Dopo i trattamenti farmacologici le cellule sono state private del terreno, lavate con tampone fosfato 
salino (PBS) alla temperatura di 37°C e trasferite in ghiaccio. Le cellule sono state quindi raccolte, 
aggiungendo l’opportuno volume di tampone di lisi (RIPA buffer), mediante rimozione meccanica 
con uno scraper. Le cellule sono state quindi sonicate (6 strokes in sonicatore UP200S Hiescher 
Ultrasound Technologies, ciclo 0.5, ampiezza 45) allo scopo di agevolare la frammentazione delle 
membrane, incubate in ghiaccio per 20 minuti ed infine centrifugate a +4°C per 10 minuti a 15.800 g. 
La concentrazione proteica del sovranatante ottenuto è stata determinata mediante il metodo di 
Bradford (vedi paragrafo 10). 
 
10. Determinazione della concentrazione e conservazione delle proteine 
La determinazione della concentrazione proteica dei diversi campioni è stata eseguita secondo il 
metodo Bradford: si tratta di un metodo spettrofotometrico che sfrutta la formazione di un 
complesso tra il colorante presente nel reagente Bradford (brilliant blue G) e le proteine in soluzione, 
con conseguente variazione dell’assorbimento massimo del colorante da 465 nm a 595 nm. 
L’assorbimento è proporzionale alla quantità di proteine presenti in soluzione e la quantificazione 
viene effettuata per interpolazione su una retta di taratura costruita con concentrazioni note di 
albumina di siero bovino (BSA, Bio-Rad). 
Per la retta, sono state preparate delle mix contenenti: reagente di Bradford (Bradford Reagent 5x, 
Serva), acqua bidistillata (in rapporto 4:1 con il colorante), 2 l di tampone utilizzato per la 
preparazione dei campioni (in modo da considerare, nella variazione di assorbanza, anche il 
contributo dei componenti della soluzione contenente le proteine) e quantità differenti di BSA (0 g, 
2g, 4 g, 8g, 16 g, 20 g e 25 g). Dopo un’incubazione di circa 10 minuti, l’assorbanza è stata 
misurata per via spettrofotometrica (BioPhotometer Plus, Eppendorf). I campioni da quantificare 
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sono stati preparati in modo analogo aggiungendo 2 l di campione alla miscela di colorante ed acqua 
bi distillata. Tutte le letture sono state eseguite almeno in doppio per limitare eventuali errori. 
Per la costruzione della retta di taratura (Figura 2.6) e l’interpolazione dei valori di assorbanza dei 
campioni è stato utilizzato il software Microsoft Office Excel®. 
 
Figura 2.6 Esempio di curva di taratura per la quantificazione delle proteine 
 
Una volta quantificata, la frazione proteica è stata addizionata con 1/3 del suo volume di Sample 
Buffer 4x (0.2 M Tris-HCl pH 6.8, 20% 2-mercaptoetanolo, 40% glicerolo, 4% SDS, blu di 
bromofenolo in quantità sufficiente per conferire la giusta colorazione), eventualmente denaturata 
mediante un’incubazione a 95°C per 5 minuti seguita da un’immediata incubazione di alcuni minuti in 
ghiaccio. I campioni, dopo essere stati centrifugati per un minuto, sono stati conservati a -20°C. 
 
11. Saggio di attività enzimatica della Caspasi-3 su cellule 
La Caspasi-3 è un enzima chiave nel processo apoptotico e la sua attivazione viene considerata come 
un indice di morte cellulare. Le caspasi sono una classe di proteasi contenenti un residuo di cisteina 
nel sito attivo e che tagliano il loro substrato in corrispondenza di un residuo di aspartato. In 
particolare, la sequenza bersaglio della Caspasi-3 è la seguente: Asp – Glu – Val – Asp – Gly. 
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Le caspasi vengono sintetizzate come pro-enzimi, attivati poi da un taglio proteolitico operato da altre 
caspasi: si distinguono quindi caspasi iniziatrici (caspasi-2, -8, 9 e -10) e caspasi esecutrici (Caspasi-3, -
6 e -7). Nel pathway intrinseco dell’apoptosi (che viene avviato in risposta a stress cellulari), 
l’attivazione della Caspasi-3 dipende dal rilascio del citocromo c dai mitocondri che, in presenza di 
ATP, lega Apaf1 inducendone la multimerizzazione: si forma in questo modo l’apoptosoma, nel quale 
viene successivamente reclutata e attivata la pro-caspasi 9. Questa caspasi iniziatrice agisce quindi 
tagliando ed attivando le caspasi esecutrici a valle, tra cui la Caspasi-3 (Figura 2.7). 
 
Figura 2.7 Formazione dell’apoptosoma [tratto da Alberts et al. “Molecular Biology of the Cell” 5/e – Garland Science] 
 
L’attività della Caspasi-3 è stata misurata mediante un saggio fluorimetrico che sfrutta la capacità 
dell’enzima di tagliare uno pseudo-substrato, l’Ac-DEVD-AMC, liberando un fluoroforo (Figura 2.8), 
la cui emissione di fluorescenza è quindi proporzionale al livello di attività dell’enzima. Lo pseudo-
substrato è costituito dal peptide bersaglio della caspasi, rappresentato dalla sequenza Asp-Glu-Val-




Figura 2.8 Taglio proteolitico dell’Ac-DEVD-AMC 
 
Per il saggio di attività della Caspasi-3 le cellule sono state fatte crescere in piastre di 35 mm di 
diametro ed i trattamenti eseguiti in un volume finale di terreno 1,5 ml. Al termine della recovery 
prevista per i trattamenti farmacologici, le cellule sono state private del terreno e lavate con PBS caldo 
(37°C); le piastre sono state quindi riposte in ghiaccio per staccare meccanicamente le cellule – 
mediante uno scraper – con 40 l di Lysis-Assay Buffer for Caspase-3 (100 mM Hepes pH 7.4, 0,1% 
Chaps, 1mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 mM DTT – naturalmente non viene aggiunto il cocktail di 
inibitori di proteasi, che andrebbe ad inibire anche la caspasi stessa). Una volta raccolte all’interno di 
un tubo da 1.5 ml, le cellule sono state lisate mediante tre rapidi passaggi consecutivi di congelamento 
in azoto liquido (-196,2°C) e scongelamento in bagnetto a 37°C, dopodiché centrifugate a 15.800 g 
per 10 minuti a +4°C. Al termine della centrifuga è stato recuperato il sovranatante, contenente la 
frazione proteica, e quest’ultima è stata quantificata mediante il metodo Bradford (v. paragrafo 10). 
Per ogni campione è stato calcolato il volume contenente 5 g di proteine, ovvero la quantità 
utilizzata per il saggio. È stata inoltre preparata, preliminarmente, una mix contenente l’Ac-DEVD-
AMC alla concentrazione di 100 M in Lysis-Assay Buffer for Caspase-3. 
Per il saggio è stata utilizzata una piastra da 96 pozzetti; in ogni pozzetto era contenuto il volume 
finale di saggio di 100 l, comprendente: 
- Il volume contenente 5 g di proteine per ciascun campione; 
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- 50 l di Ac-DEVD-AMC in Lysis-Assay Buffer for Caspase-3, ad una concentrazione finale di 
50 M; 
- Lysis-Assay Buffer for Caspase-3 per arrivare al volume di 100 l. 
Ogni campione è stato saggiato in triplo; per poter sottrarre ai valori di fluorescenza il contributo 
aspecifico delle proteine e del substrato (che di per sé è debolmente fluorogenico) sono state 
effettuate letture delle sole proteine, in assenza del substrato, e del solo substrato, in assenza delle 
proteine. 
Nella piastra è stato quindi distribuito per primo il buffer, seguito dalle proteine; il substrato è stato 
aggiunto per ultimo, così da evitare una precoce attivazione del sistema e seguendo la modalità 
indicata dalle frecce in figura 2.9, in modo tale da non lasciar trascorrere troppo tempo tra un 
campione e l’altro. 
 
Figura 2.9 Schema della piastra utilizzata per il saggio di attività della Caspasi-3 
 
I campioni sono stati incubati in fornetto a 37°C al buio; la fluorescenza è stata letta più volte 
(mediante lo strumento Victor3V) a distanza di 20 minuti l’una dall’altra (nell’intervallo la piastra è 
stata riposta a 37°C). Le letture sono state eseguite a diversi tempi di incubazione in quanto il taglio 
dell’Ac-DEVD-AMC da parte della Caspasi-3 segue la cinetica di Michaelis-Menten.  
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12. Isolamento di frazioni mitocondriali e citosoliche da cellule 
Per la preparazione della frazione mitocondriale e citosolica le cellule sono state fatte crescere in 
piastre di 100 mm di diametro ed i trattamenti eseguiti in un volume finale di terreno 7 ml. Al termine 
della recovery prevista per i trattamenti farmacologici, le cellule sono state private del terreno e lavate 
con PBS caldo (37°C), quindi staccate con 1.8 ml di PBS freddo e raccolte in tubi da 2 ml. Le cellule 
sono state centrifugate a 850 g per 5 minuti a +4°C ed il risultante pellet è stato omogeneizzato in 0.5 
ml di tampone A (250 mM saccarosio, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM 
PMSF, cocktail di inibitori di proteine) con un potter vetro/teflon. L’omogenato è stato quindi 
centrifugato a 1.500 g per 5 minuti a +4°C: il sovranatante ottenuto è stato a sua volta centrifugato a 
12.000 g per 15 minuti a +4°C, ottenendo la frazione mitocondriale (pellet); il sovranatante ottenuto è 
stato ulteriormente centrifugato (21.000 g, 45 minuti, +4°C) per purificare la frazione citosolica, che è 
stata lasciata precipitare in 8 volumi di acetone o/n (come descritto precedentemente). Il pellet, 
contenente la frazione mitocondriale, è stato lavato per tre volte con 0.5 ml di tampone B (250 mM 
saccarosio, 10 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EGTA) mediante centrifugazioni successive a 10.000 g 
per 10 minuti a +4°C quindi conservato a -80°C fino al giorno successivo. La frazione mitocondriale 
è stata quindi risospesa in 30 l di tampone RIPA, mentre le proteine citosoliche sono state 
addizionate con 75 l dello stesso tampone. L’estrazione di proteine è stata eseguita, in entrambi i 
casi, come descritto nel paragrafo 9.  
 
13. Immunofluorescenza su cellule 
Per le immunofluorescenze le cellule sono state fatte crescere, per 24 ore, in piastre di 35 mm di 
diametro contenenti un vetrino coprioggetto precedentemente passato in etanolo assoluto per la 
sterilizzazione e lasciato asciugare sotto cappa sterile (cappa a flusso laminare). Al termine della recovery 
prevista per i trattamenti farmacologici, i vetrini coprioggetto sono stati lavati con PBS a 37°C e, per 
fissare le cellule adese, sono stati incubati al buio a temperatura ambiente (RT) per 20 minuti in 
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paraformaldeide al 4% (in PBS). I vetrini sono poi stati lavati con PBS (tre lavaggi da 5 minuti 
ciascuno, RT) e le membrane sono state permeabilizzate (per permettere l’ingresso dell’anticorpo) 
mediante una breve incubazione con una soluzione di PBS contenente Triton X-100 allo 0.1% (5 
minuti, RT). Per la saturazione dei siti aspecifici è stata sfruttata un’incubazione di 30 minuti con horse 
serum al 2% in PBS (2% PBS-HS). Le cellule sono state quindi lavate con PBS (tre lavaggi da 5 minuti 
ciascuno, RT) ed incubate con l’anticorpo primario (anti-Tom20, 1:200, Santa Cruz sc-11415) per 
un’ora a 37°C; dopo tre lavaggi in PBS (5 minuti ciascuno, RT) è seguita l’incubazione con l’anticorpo 
secondario (Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG, 1:200 - Life Technologies A-21206), per 45 
minuti al buio RT. Sia l’anticorpo primario che il secondario sono stati preparati in 2% PBS-HS. 
Subito dopo sono stati effettuati tre lavaggi in PBS (5 minuti ciascuno, RT), quindi, per permettere la 
visualizzazione dei nuclei le cellule sono state incubate con DAPI 1:1.000 (Sigma-Aldrich) per 5 
minuti a temperatura ambiente. Il DAPI (4’,6-diamidin-2-fenilindolo) è un colorante organico 
fluorescente che lega stabilmente regioni del DNA ricche in A-T, permettendo la visualizzazione in 
microscopia a fluorescenza della cromatina. Dopo altri due lavaggi in PBS, i vetrini coprioggetto sono 
stati montati sui portaoggetto utilizzando 8 l di Fluormount Aqueous Mounting Medium (Sigma-
Aldrich). Questa soluzione acquosa permette di far aderire tra loro i due vetrini e, durante la 
visualizzazione al microscopio, protegge il fluoroforo che marca il campione dal fenomeno 
denominato photobleaching, vale a dire la decadenza della fluorescenza dovuta all’irradiazione da parte 
dei laser del microscopio.  
Le cellule sono state visualizzate al microscopio confocale Zeiss LSM 700.  
 
14. Western Blot 
 Preparazione dei gel e corsa elettroforetica 
Per la corsa elettroforetica delle proteine su gel denaturante di poli-acrilammide sono stati preparati 
due diversi gel, lo stacking gel (nel quale le proteine si compattano prima della separazione vera e 
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propria) ed il resolving gel (in cui le proteine si separano in base al loro peso molecolare: maggiore è la 
dimensione della proteina, minore sarà la distanza percorsa all’interno della matrice polimerica).  
Il resolving gel è stato preparato (soluzione di acrilamide/bis-acrilamide in concentrazione variabile tra 
8.5% e 12.5% w/v – in base al peso molecolare delle proteine di interesse -, 0.375 M Tris-HCl pH 8.8, 
0.1% sodio dodecil-solfato – SDS - , 0.075% ammonio persolfato – APS - , Tetrametilendiammina – 
0.125% TEMED, acqua bidisstillata per portare a volume) e lasciato polimerizzare nell’apposito 
apparato - costituito da un vetro ed un piatto in ceramica, separati da uno spaziatore di 1.5 mm (la 
polimerizzazione dell’acrilammide avviene grazie ad APS e TEMED e richiede circa 30 minuti), 
ricoperto da 2-propanolo, che consente di mantenere il fronte livellato. Una volta polimerizzato il 
resolving gel, è stato rimosso il 2-propanolo e colato lo stacking gel (soluzione di acrilamide/bis-acrilamide 
al 4% w/v, 0.375 M Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.075% APS, 0.123% TEMED, acqua bidistillata 
per portare a volume), nel quale è stato inserito il pettine per creare i pozzetti. In questo caso la 
completa polimerizzazione avviene in circa 15 minuti.  
Con l’elettroforesi in condizioni denaturanti si sfrutta la capacità delle proteine di migrare, nel campo 
elettrico, verso il polo positivo, data la loro uniforme carica negativa attribuita dall’SDS. 
La corsa elettroforetica è stata effettuata nell’apposito apparato (Hoefer, Inc.) in tampone di corsa (25 
mM Tris, 192 mM Glicina, 0.1% SDS, acqua bidistillata) a voltaggio massimo ed amperaggio costante 
(20 mA per un solo gel, 40 mA per due gel); i campioni sono stati caricati nei pozzetti in modo tale 
che per ognuno fosse presente la stessa quantità di proteine. 
 Trasferimento 
Al termine della corsa è stato eseguito il trasferimento delle proteine dal gel ad una membrana di 
polivinilidenfluoruro (PVDF 0.45 m, Whatman); anche in questo caso si sfrutta il movimento delle 
proteine nel campo elettrico. La membrana in PVDF è stata attivata mediante passaggio in metanolo 
(15 secondi) ed in tampone di trasferimento (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 20% metanolo, acqua 
bidistillata). Il sandwich per il trasferimento è stato preparato disponendo in sequenza: una spugna , 2 
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fogli di carta 3 mm, il gel di acrilammide, la membrana in PVDF, 2 fogli di carta 3mm e la seconda 
spugna. Il trasferimento è stato eseguito in apparato Hoefer in tampone di trasferimento alla 
temperatura costante di +4°C, a voltaggio massimo ed amperaggio costante (220 mA) per 2 ore, 
oppure ad amperaggio massimo e voltaggio costante (30 V) o/n. Al termine del trasferimento, la 
membrana è stata colorata con Ponceau S (un colorante rosso che lega e mette in evidenza le proteine 
in maniera reversibile) per verificare la presenza e l’omogeneità delle proteine, quindi lavata con TBS-
T (0.02 M Tris, 0.15 M NaCl, acqua bidistillata, 1ml/l Tween20); 
 Saturazione dei siti aspecifici ed incubazione con anticorpi  
La saturazione dei siti aspecifici è stata effettuata per un’ora RT o o/n a +4°C in agitazione con 5% 
BSA in TBS-T o con 5% latte (non fat dry milk, Bio Rad) in TBS-T, a seconda che la proteina di 
interesse fosse fosforilata o meno.  
La membrana è stata quindi incubata con l’anticorpo primario per una o due ore RT oppure o/n a 
+4°C in lieve agitazione; gli anticorpi primari sono stati preparati in 5% BSA (addizionata con sodio 
azide, NaN3, che grazie alla sua azione antibatterica e fungicida permette la migliore conservazione 
degli anticorpi) oppure in 5% latte a seconda del tipo di anticorpo primario utilizzato. Al termine 
dell’incubazione la membrana è stata lavata in agitazione con TBS-T (3 lavaggi di 10 minuti ciascuno, 
RT) quindi incubata con l’anticorpo secondario anti-Rabbit o anti-Mouse (1:3.000 in TBS-T o in 5% 
Milk – Biorad) coniugato con perossidasi di rafano (HRP), per un’ora RT. Al termine dell’incubazione 
la membrana è stata lavata in agitazione con TBS-T (3 lavaggi di 10 minuti ciascuno, RT). 
Anticorpi primari utilizzati:  
- anti-Actina, 1:20.000 in 5% BSA + 0,01% NaN3, rabbit (Sigma-Aldrich);  
- anti-Beclin1, 1:1.000 in 5% milk, rabbit (Cell Signaling);  
- anti-Drp1, 1:1.000 in 5% BSA + 0,01% NaN3, mouse (BD Transduction Laboratories);  
- anti-GAPDH, 1:1000 in 5% BSA + 0,01% NaN3, mouse (Calbiochem);  
- anti-LC3, 1:250 in 5% milk, rabbit (Nanotools);  
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- anti-MnSOD, 1:5.000 in 5% BSA + 0,01% NaN3, rabbit (Enzo Life Science);  
- anti-Mfn1, 1:1.000 in 5% BSA + 0,01% NaN3, rabbit (Santa Cruz Biotechnology);  
- anti-Tom20, 1:1.000 in 5% BSA + 0,01% NaN3 , rabbit (Santa Cruz Biotechnology);  
 Sviluppo autoradiografico 
Per lo sviluppo autoradiografico, la membrana è stata incubata per 5 minuti RT con Westar C 
Enhanced Chemiluminescent HRP Substrate XLS100 (Cyanagen), comprendente una soluzione di 
luminolo ed una di perossido, da utilizzare in rapporto 1:1; si sfrutta una reazione di 
chemiluminescenza dovuta alla conversione del luminolo in 3-aminoftalato catalizzata dalla HRP in 
presenza di perossido, con conseguente emissione di luce ad una lunghezza d’onda di 428 nm. Le 
lastre autoradiografiche sono state esposte sulla membrana posta in una apposita cassetta per 
esposizione (Hypercassette Amersham Biosciences) e sviluppate in una macchina sviluppatrice 
Kodak X-OMAT 2000. 
 
15. Analisi dei dati 
L’analisi dei dati ottenuti dagli esperimenti di Western blot è stata eseguita digitalizzando le lastre 
autoradiografiche mediante scansione. L’analisi densitometrica dell’intensità delle bande è stata 
effettuata utilizzando il programma gratuito Image J. L’analisi statistica è stata eseguita mediante il test 
T di Student, la significatività è stata posta per p<0.05. Tutti gli esperimenti sono stati ripetuti almeno 
tre volte in maniera indipendente.  
I grafici sono stati ottenuti mediante il programma Microsoft Office Excel® 2007. Le figure sono 
state preparate utilizzando i programmi Adobe® Photoshop ed Adobe® Illustrator.   
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III – RISULTATI 
 
1. L’emicerebellectomia causa depolarizzazione mitocondriale 
L’osservazione che l’emicerellebectomia (HCb) attivi il processo autofagico nei nuclei precerebellari 
controlaterali alla lesione in seguito al rilascio di citocromo c dai mitocondri ci ha indotto ad 
analizzare lo stato funzionale dei mitocondri. A tal fine abbiamo purificato i mitocondri dai nuclei 
precerebellari (oliva inferiore, IO, e nucleo pontino, Pn) controlaterali alla lesione da due gruppi 
sperimentali, animali di controllo non lesionati (Ctrl) ed animali lesionati e sacrificati 24 ore dopo 
l’emicerebellectomia (HCb24h). I mitocondri isolati sono stati quindi marcati con il TMRE, un 
colorante fluorescente che si accumula all’interno dei mitocondri polarizzati (quindi funzionali).  
 
Figura 3.1 L’emicerebellectomia causa depolarizzazione mitocondriale - Analisi citofluorimetrica dei mitocondri marcati 
con TMRE isolati da IO e Pn di animali di controllo (Ctrl) ed animali lesionati (HCb24h). I dati sono espressi come media 
± sd. * p<0.05. 
 
L’analisi citofluorimetrica ha rivelato che i mitocondri isolati da animali lesionati risultano 
maggiormente depolarizzati rispetto a quelli isolati da animali di controllo (Figura 3.1), con un 
dissipamento del potenziale di membrana del 40%. 
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Questo dato supporta l’ipotesi per cui la lesione cerebellare determini una disfunzione mitocondriale 
nei neuroni che subiscono degenerazione remota. 
 
2. L’emicerebellectomia causa un aumento della traslocazione di Drp1 al mitocondrio 
La funzione mitocondriale dipende strettamente dal corretto equilibrio tra i processi di fusione e 
fissione, per cui abbiamo analizzato tale equilibrio dal punto di vista biochimico. A tal fine abbiamo 
eseguito un frazionamento sub-cellulare purificando i mitocondri e la frazione citosolica di IO e Pn da 
animali lesionati (HCb24h) e non (Ctrl). Le proteine mitocondriali e citosoliche sono state analizzate 
mediante Western Blot e tutte le preparazioni sono state caratterizzate per verificarne la purezza 
(Figura 3.2).  
 
 
L’analisi della frazione mitocondriale ha evidenziato un aumento dei livelli mitocondriali di Drp1 negli 
animali HCb pari al doppio rispetto ai controlli, ad indicare una più massiccia induzione di fissione. Al 
contrario, i livelli mitocondriali di Mfn1 (coinvolta nel processo di fusione) risultano ridotti circa del 
35%, confermando uno sbilanciamento del processo di fissione/fusione a favore della 
frammentazione mitocondriale. A confermare la marcata traslocazione di Drp1 dal citosol ai 
mitocondri di animali lesionati i suoi livelli risultano ridotti nella frazione citosolica dei nuclei 
precerebellari HCb rispetto ai controlli (Figura 3.3) 
Figura 3.2 Caratterizzazione dei frazionamenti sub-cellulari – Le frazioni 
citosoliche e mitocondriali sono state caratterizzate per verificarne la purezza. 
L’immagine mostra un Western Blot rappresentativo delle proteine mitocondriali 
e citosoliche isolate da IO e Pn; Tom20 e MnSOD sono stati utilizzati come 





Figura 3.3 I livelli mitocondriali di Drp1 aumentano a seguito di emicerebellectomia - Quantificazione dei livelli di Drp1 
mediante Western Blot su frazioni mitocondriali (A) e citosoliche (B) isolate dai Pn ed IO di animali di controllo (Ctrl) e 
lesionati (HCb24h). Come controllo di caricamento mitocondriale è stato utilizzato Tom20, come controllo di caricamento 
citosolico GAPDH. I grafici mostrano l’analisi densitometrica dell’intensità delle bande. I dati sono espressi come media ± 
sd. * p<0.05. 
 
3. L’emicerebellectomia determina un aumento dell’attività della calcineurina 
La localizzazione sub-cellulare di Drp1 dipende dal suo stato di fosforilazione. In particolare, quando 
fosforilato sul residuo di Serina 637 (Ser637) Drp1 localizza nel citosol, mentre la defosforilazione di 
tale residuo causa la sua traslocazione al mitocondrio inducendo fissione. Dato che la defosforilazione 
della Ser637 di Drp1 è mediata dalla proteina fosfatasi 2B (PP2B), o calcineurina, abbiamo analizzato 
la sua attività fosfatasica negli estratti proteici ottenuti dai nuclei precerebellari di animali di lesionati 
(HCb24h) e di controllo monitorando il rilascio di fosforo radioattivo (32P) dal substrato RII marcato. 
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In linea con l’aumentata localizzazione mitocondriale di Drp1 in seguito ad HCb, gli animali lesionati 
mostrano un incremento dell’attività fosfatasica della calcineurina del 30% rispetto ad animali di 
controllo (Figura 3.4). 
 
 
4. L’autofagia ha un effetto protettivo sulla funzionalità mitocondriale 
Poiché è stato precedentemente dimostrato che l’induzione farmacologica (mediante trattamento con 
rapamicina) dell’autofagia ha un effetto protettivo, mentre l’inibizione dell’autofagia (mediante 
manipolazione genetica) ha un effetto negativo sul processo neurodegenerativo nei nuclei 
precerebellari in seguito ad HCb, abbiamo manipolato l’autofagia per analizzare lo stato funzionale dei 
mitocondri. Abbiamo quindi analizzato – mediante citofluorimetria su mitocondri marcati con TMRE 
– lo stato funzionale dei mitocondri isolati da IO e Pn di animali con un difetto nell’induzione 
dell’autofagia dovuto ad una manipolazione genetica (animali aploinsufficienti per Beclin1, un gene 
chiave del processo autofagico) e di animali trattati farmacologicamente con rapamicina per indurre 
autofagia. I gruppi sperimentali presi in analisi sono quindi 4: 
- Animali wild-type lesionati trattati con soluzione salina (WT HCb24h + Sal); 
- Animali wild-type lesionati trattati con rapamicina (WT HCb24h + Rapa); 
- Animali eterozigoti per il gene beclin1 lesionati e trattati con soluzione salina (Becn+/- HCb24h 
+ Sal); 
Figura 3.4 L’attività della fosfatasi calcineurina aumenta a seguito 
dell’emicerebellectomia – Il grafico mostra i livelli di attività della calcineurina 
nell’IO e Pn di animali di controllo (Ctrl) ed animali sottoposti alla lesione 




- Animali eterozigoti per il gene beclin1 lesionati e trattati con rapamicina (Becn+/- HCb24h + 
Rapa); 
 
Figura 3.5 L’attivazione dell’autofagia previene il dissipamento del potenziale di membrana dei mitocondri isolati da 
animali lesionati – Analisi citofluorimetrica di mitocondri marcati con TMRE preparati da IO e Pn di animali operati 
(HCb24h) wild type ed eterozigoti Becn+/- iniettati i.p. con rapamicina (Rap) o soluzione salina (Sal). I dati sono espressi 
come media ± sd. * p<0.05. 
 
L’analisi citofluorimetrica (Figura 3.5) ha mostrato che i mitocondri isolati da animali WT lesionati e 
trattati con rapamicina recuperano il potenziale di membrana rispetto a quelli iniettati con soluzione 
salina, indicando che l’induzione dell’autofagia abbia un effetto protettivo sullo stato funzionale dei 
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mitocondri. Al contrario, i mitocondri di animali Becn+/- (+ salina) risultano maggiormente 
depolarizzati rispetto a quelli isolati da animali WT (+ salina) confermando come l’autofagia abbia un 
importante ruolo nel preservare la funzione mitocondriale. Infine, gli animali Becn+/- lesionati e 
trattati con rapamicina mostrano solo un lieve aumento della polarizzazione della membrana 
mitocondriale rispetto agli animali Becn+/- iniettati con soluzione salina. Tali risultati dimostrano che 
l’induzione dell’autofagia ha un effetto protettivo sulla funzionalità mitocondriale in seguito ad HCb, 
probabilmente permettendo la rimozione selettiva dei mitocondri danneggiati mediante il processo 
mitofagico 
 
5. Messa a punto delle condizioni sperimentali per la modellizzazione in vitro 
Per studiare alcuni aspetti della morfologia mitocondriale abbiamo deciso di mettere a punto un 
sistema in vitro che mimasse alcune caratteristiche del danno indotto, in vivo, dall’ HCb. A tale scopo 
abbiamo utilizzato la linea cellulare SH-SY5Y di neuroblastoma umano che abbiamo trattato 
farmacologicamente per causare un danno mitocondriale che inducesse l’autofagia agli stessi livelli 
osservati in vivo in seguito ad HCb. Per lo stimolo mitotossico abbiamo deciso di utilizzare il 
carbonilcianuro-p-trifluoro-metossifenildrazone (FCCP), un disaccoppiante che causa il dissipamento 
del gradiente protonico attraverso la membrana mitocondriale. Per l’induzione farmacologica 
dell’autofagia abbiamo invece impiegato la rapamicina come in vivo. 
Per prima cosa, quindi, è stato necessario determinare il “piano di trattamento” in termini di 
concentrazione e tempo. Abbiamo valutato diversi tempi di esposizione alla rapamicina 
(concentrazione costante di 100 nM) per individuare il tempo più breve al quale si potesse osservare 
un’induzione apprezzabile di autofagia. Per quanto riguarda il trattamento con FCCP abbiamo 
analizzato diverse concentrazioni (tempo costante di 30 min) per individuare quella sufficiente ad 
indurre livelli di autofagia tali da poter essere ulteriormente aumentati con la co-somministrazione di 
rapamicina (come osservato in vivo) e che non fosse eccessivamente tossica per la cellula. Come 
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parametro di riferimento, per valutare i livelli di attivazione del processo autofagico, è stata analizzata 
la conversione di LC3-I ad LC3-II mediante Western Blot su estratti proteici di cellule SH-SY5Y: a) 
controllo, b) 100 nM rapamicina per 1, 2 o 3 ore; c) 2, 3, 4 o 5 M FCCP per 30 minuti; c) 100 nM 
rapamicina per 1 ora + 2, 3, 4 o 5 M FCCP (Figura 3.6).  
 
Figura 3.6 Definizione delle condizioni sperimentali per la modellizzazione in vitro – L’immagine mostra un Western Blot 
rappresentativo per LC3 su lisati ottenuti da cellule SH-SY5Y sottoposte ai diversi trattamenti indicati. Il grafico mostra 
l’analisi quantitativa della conversione di LC3-I ad LC3-II nelle diverse condizioni di trattamento testate. Le bande di LC3-
I meno esposte mostrate in figura sono state usate per la quantificazione. L’actina è stata utilizzata come controllo di 
caricamento. I dati sono espressi come media ± sd.  
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Sulla base dei risultati ottenuti abbiamo deciso di utilizzare 100 nM rapamicina per un’ora e 2 M 
FCCP per 30 minuti. Inoltre, sulla base di alcune osservazioni precedenti a questo lavoro di tesi, 
abbiamo deciso, al termine del trattamento farmacologico, di far recuperare le cellule per tre ore in 
terreno fresco. 
In conclusione, quindi, siamo arrivati a definire lo schema dei trattamenti descritto nella sezione 
“Materiali e Metodi” (paragrafo 8). 
 
6. Manipolazione dell’autofagia nelle cellule: interference ad RNA del gene Beclin1 
Per poter analizzare in vitro gli effetti di un difetto del processo autofagico abbiamo effettuato un 
silenziamento, mediante RNA interference, del gene beclin1 (siBecn1). A tale scopo abbiamo sfruttato 
l’infezione lentivirale di cellule SHSY-5Y per ottenere una trasfezione stabile del vettore contenente la 
sequenza complementare all’RNA di Beclin1. Come controllo abbiamo utilizzato cellule infettate con 
virus contenente un vettore di controllo (siCtrl), nel quale è presente una sequenza che non ha nessun 
target nel genoma umano. 
 
Figura 3.7 L’RNA interference di Beclin1 ne abbassa l’espressione e riduce i livelli basali di autofagia –Western Blot 
rappresentativo su estratti proteici di cellule di controllo (siCtrl) ed interferite per Beclin 1 (siBecn1) per verificare 
l’effettiva riduzione dei livelli di espressione di Beclin1 ed i livelli di autofagia. Le bande di LC3-I meno esposte mostrate in 
figura sono state usate per la quantificazione. L’actina è stata utilizzata come controllo di caricamento. Il grafico mostra 
l’analisi quantitativa delle bande, i dati sono espressi come media ± sd. * p<0.05. 
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Mediante Western blot condotti su estratti proteici ottenuti da cellule siCtrl e siBecn1 (Figura 3.7) 
abbiamo verificato l’efficienza dell’RNA interference in termini di riduzione dell’espressione di Beclin1. 
Confrontando l’intensità della banda corrispondente alla proteina di interesse abbiamo constatato che, 
nelle cellule siCtrl, la proteina Beclin1 ha un livello di espressione molto maggiore (+ 72%) rispetto 
alle cellule siBecn1. Abbiamo quindi potuto confermare l’avvenuto silenziamento parziale del gene. I 
livelli di espressione di Beclin1 sono poi stati regolarmente controllati durante il mantenimento della 
linea cellulare e nel corso degli esperimenti. 
Contestualmente abbiamo analizzato i livelli di autofagia nelle cellule siBecn rispetto a quelle di 
controllo: come atteso in seguito al silenziamento di un gene chiave coinvolto nell’autofagia, le cellule 
siBecn mostrano livelli di autofagia basale ridotta (- 73%) rispetto alle cellule siCtrl. 
 
7. Effetti della depolarizzazione della membrana mitocondriale sull’autofagia 
Per valutare i livelli di induzione autofagica in seguito ad uno stimolo mitotossico abbiamo effettuato 
esperimenti di Western Blot sugli estratti proteici ottenuti da cellule siCtrl e siBecn trattate secondo le 
modalità descritte nella sezione “Materiali e Metodi” (paragrafo 8).  
Nelle cellule siCtrl (Figura 3.8A) abbiamo osservato un marcato aumento (+130% circa) della 
conversione di LC3-I in LC3-II  in presenza di FCCP: questa induzione autofagica è paragonabile a 
quella ottenuta col solo trattamento con rapamicina (+112% circa rispetto al controllo) e viene 
incrementata significativamente dalla co-somministrazione di rapamicina e FCCP. 
Abbiamo quindi effettuato gli stessi trattamenti farmacologici sulle cellule siBecn, allo scopo di 
saggiare la loro capacità di risposta alla rapamicina ed al danno mitocondriale in termini di induzione 
autofagica. I dati ottenuti mostrano che, sebbene le cellule siBecn mantengano in parte la capacità di 
indurre autofagia, la loro capacità di risposta risulta molto minore rispetto alle cellule siCtrl, 




Figura 3.8 Le cellule interferite per Beclin1 mostrano una risposta autofagica ridotta rispetto alle cellule siCtrl in seguito a 
trattamento con rapamicina e/o FCCP - A) Quantificazione della conversone di LC3-I ad LC3-II mediante Western Blot 
in cellule di controllo (siCtrl) trattate con veicolo (DMSO), 100 nM rapamicina per 1h, 2 FCCP per 30’ o 100 nM 
rapamicina (1h) + 2 FCCP (30’) e sottoposte a 3h di recovery in mezzo fresco. B) Quantificazione della conversone di 
LC3-I ad LC3-II mediante Western Blot in cellule siBecn1 trattate con veicolo (DMSO), 100 nM rapamicina per 1h, 2 
FCCP per 30’ o 100 nM rapamicina (1h) + 2 FCCP (30’) e sottoposte a 3h di recovery in mezzo fresco. Le bande di 
LC3-I meno esposte mostrate in figura sono state usate per la quantificazione. L’actina è stata utilizzata come controllo di 
caricamento. I dati mostrati nei grafici sono espressi come media ± sd. * p<0.05. 
 
8. L’autofagia riduce l’induzione di apoptosi in seguito a danno mitocondriale 
E’ stato precedentemente dimostrato in vivo [Viscomi MT et al., 2012] che l’HCb causa morte 
neuronale mediante attivazione del processo apoptotico; in questo modello, l’autofagia ha un effetto 
neuroprotettivo sugli animali wild-type, dal momento che la sua stimolazione (mediante trattamento 
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con rapamicina) riduce la morte neuronale dovuta alla lesione, mentre negli animali Becn+/-, difettivi 
per l’autofagia, l’apoptosi risulta più marcata. Per valutare gli effetti dei trattamenti farmacologici 
sull’attivazione del processo apoptotico nelle cellule siCtrl e siBecn abbiamo analizzato l’attività della 
Caspasi-3 su estratti proteici ottenuti come descritto precedentemente nella sezione “Materiali e 
Metodi” (paragrafo 6). Il saggio utilizzato sfrutta un substrato fluorogenico (Ac-DEVD-Amc) che, se 
tagliato dalla Caspasi-3, emette fluorescenza che può essere misurata mediante un fluorimetro. 
Abbiamo osservato che il trattamento con FCCP provoca una forte attivazione della Caspasi-3 sia 
nelle cellule siCtrl che in quelle siBecn. Il co-trattamento con la rapamicina riduce i livelli di attività 
proteasica indotti da FCCP nelle cellule siCtrl ma non ha effetto nelle cellule siBecn (Figura 3.9). Tale 
dato conferma quanto osservato in vivo e dimostra che nel nostro sistema in vitro l’autofagia ha un 
effetto protettivo riducendo la morte cellulare indotta da FCCP. Un altro dato interessante riguarda il 
livello basale di attività della Caspasi-3 che risulta maggiore nelle cellule siBecn rispetto alle siCtrl in 
assenza di trattamento farmacologico. 
 
Figura 3.9 La stimolazione farmacologica dell’autofagia riduce l’attivazione della Caspasi-3 indotta dal danno 
mitocondriale - Attività della Caspasi-3 misurata mediante saggio fluorimetrico in cellule siCtrl e siBecn1 trattate con 
veicolo (DMSO), 100 nM rapamicina per 1h, 2 FCCP per 30’ o 100 nM rapamicina (1h) + 2 FCCP (30’) e 




9. La rapamicina ha un effetto protettivo sulla morfologia mitocondriale 
Avendo ipotizzato che l’autofagia, stimolata mediante l’utilizzo di rapamicina, possa espletare la sua 
funzione protettiva rimuovendo i mitocondri danneggiati e ripristinando quindi la funzione 
mitocondriale, per prima cosa abbiamo analizzato la morfologia mitocondriale in vitro. In seguito al 
trattamento già descritto in precedenza, le cellule siCtrl sono state fissate e processate mediante 
tecniche di immunofluorescenza e microscopia confocale (Figura 3.10).  
 
Figura 3.10 La stimolazione dell’autofagia mediante trattamento con rapamicina ha un effetto protettivo sulla morfologia 
mitocondriale – Immagini rappresentative di immunofluorescenze su cellule di controllo (siCtrl) trattate con: A) veicolo 
(DMSO); B) 100 nM rapamicina; C) 2 FCCP; D) 100 nM rapamicina + 2 FCCP; le cellule sono state sottoposte a 
3h di recovery in mezzo fresco. Il network mitocondriale è visualizzato con la proteina Tom20 (in verde); i nuclei sono 




La figura mostra, marcata in verde, la proteina mitocondriale Tom20 (facente parte del complesso 
della traslocasi della membrana esterna), utilizzata per visualizzare i mitocondri e valutare lo stato di 
frammentazione del network mitocondriale in cellule siCtrl, trattate con rapamicina o con FCCP o co-
trattate con rapamicina e FCCP.  
Ad un’analisi qualitativa delle immagini abbiamo osservato che la rapamicina non ha un visibile effetto 
per se sul network mitocondriale, mentre il trattamento con FCCP causa una massiccia frammentazione 
dei mitocondri. Di particolare interesse risulta invece l’osservazione che le cellule trattate con FCCP in 
presenza di rapamicina presentano mitocondri più allungati rispetto alle cellule trattate con il solo 
FCCP, indicando che l’induzione dell’autofagia mediata dalla rapamicina è in grado di ripristinare – 
almeno in parte – la morfologia mitocondriale in seguito a frammentazione indotta dal trattamento 
depolarizzante. 
Poiché la frammentazione è mediata dalla traslocazione di Drp1 dal citosol ai mitocondri, abbiamo 
analizzato, come per la parte in vivo, la localizzazione mitocondriale di Drp1 in modo da valutare i 
livelli di fissione mitocondriale anche dal punto di vista biochimico . 
Gli esperimenti di Western Blot sono stati effettuati su frazioni mitocondriali e citosoliche isolate dalle 
cellule siCtrl come descritto nella sezione “Materiali e Metodi” (paragrafo 11). 
I dati ottenuti hanno confermato quanto già osservato mediante immunofluorescenza: la rapamicina 
non ha effetti per se, ma se utilizzata come pre-trattamento prima dell’FCCP determina una 
diminuzione dei livelli di localizzazione mitocondriale di Drp1 del 50% rispetto a quanto osservato 
con il solo trattamento con FCCP (Figura 3.11A). Per confermare l’aumento della traslocazione di 
Drp1 al mitocondrio ne abbiamo quantificato i livelli anche nella frazione citosolica (Figura 3.11B): ne 
è risultato un andamento complementare a quello osservato nella frazione mitocondriale, che ha 





Figura 3.11 Il trattamento con rapamicina ha un effetto protettivo sulla morfologia dei mitocondri riducendo i livelli 
mitocondriali di Drp1 in seguito al danno indotto con FCCP – Quantificazione dei livelli di Drp1 mediante Western Blot 
su frazioni mitocondriali (A) e citosoliche (B) isolate da cellule di controllo (siCtrl) trattate con veicolo (DMSO), 100 nM 
rapamicina per 1h, 2 FCCP per 30’ o 100 nM rapamicina (1h) + 2 FCCP (30’) e sottoposte a 3h di recovery in 
mezzo fresco. Tom20 è stato utilizzato come controllo di caricamento  mitocondriale, GAPDH come controllo di 
caricamento citosolico. I dati sono espressi come media ± sd. * p<0.05. 
 
10. Effetti della manipolazione genetica dell’autofagia sulla morfologia mitocondriale 
Poiché l’attivazione dell’autofagia mediata dalla rapamicina ha mostrato un effetto protettivo sulla 
morfologia mitocondriale in cellule di controllo, abbiamo eseguito lo stesso tipo di analisi nelle cellule 
siBecn. Mediante tecnica di immunofluorescenza e microscopia confocale abbiamo quindi visualizzato 
il network mitocondriale in cellule siBecn trattate secondo le modalità già descritte. Anche in questo 




Figura 3.12 Il trattamento con rapamicina non recupera la morfologia mitocondriale in presenza di un deficit 
dell’autofagia - Immagini rappresentative di immunofluorescenze su cellule siBecn trattate con: A) veicolo (DMSO); B) 
100 nM rapamicina; C) 2 FCCP; D) 100 nM rapamicina + 2 FCCP; le cellule sono state sottoposte a 3h di recovery 
in mezzo fresco. Il network mitocondriale è visualizzato con la proteina Tom20 (in verde); i nuclei sono marcati in azzurro 
(DAPI). 
 
Il dato più interessante è emerso dalla visualizzazione del network mitocondriale nelle cellule siBecn 
trattate sia con rapamicina che con FCCP: al contrario di quanto osservato nelle cellule siCtrl, infatti, 
non c’è un significativo recupero della morfologia mitocondriale. Nelle cellule siBecn, che hanno una 
ridotta capacità di risposta autofagica, la rapamicina non ha quindi effetto sulla frammentazione 
mitocondriale indotta dal trattamento depolarizzante con FCCP. 
In ultima analisi siamo passati ad analizzare la fissione mitocondriale dal punto di vista biochimico, 




Figura 3.13 Il trattamento con rapamicina non riduce la localizzazione mitocondriale di Drp1 indotta da FCCP in cellule 
con un deficit dell’autofagia - Western Blot su frazioni mitocondriali (A) e citosoliche (B) isolate da cellule siBecn trattate 
con veicolo (DMSO), 100 nM rapamicina per 1h, 2 FCCP per 30’ o 100 nM rapamicina (1h) + 2 FCCP (30’) e 
sottoposte a 3h di recovery in mezzo fresco. Tom20 è stato utilizzato come controllo di caricamento  mitocondriale, 
GAPDH come controllo di caricamento citosolico. I dati sono espressi come media ± sd. * p<0.05. 
 
In accordo con i dati ottenuti precedentemente, abbiamo constatato che la localizzazione di Drp1 al 
mitocondrio indotta dal trattamento con FCCP (i livelli di Drp1 al mitocondrio sono pari al doppio 
rispetto alle cellule non trattate) non risulta significativamente diminuita dal co-trattamento con 
rapamicina.   
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IV – DISCUSSIONE E PROSPETTIVE  
Gli esperimenti presentati in questo lavoro di tesi puntano a chiarire il ruolo della struttura e funzione 
del mitocondrio nel danno neuronale secondario e, in particolare, individuano il meccanismo 
autofagico come paradigma di risposta al danno, necessario alla rimozione di mitocondri danneggiati e 
per questo potenzialmente dannosi per il neurone. 
Sulla base dei dati precedentemente ottenuti dal nostro laboratorio [Viscomi MT et al., 2012] abbiamo 
indagato più dettagliatamente il ruolo svolto dai mitocondri nel danno remoto. Per prima cosa è stato 
valutato lo stato funzionale dei mitocondri isolati dai nuclei precerebellari: in animali lesionati 
mediante emicerebellectomia (HCb) abbiamo osservato una marcata depolarizzazione della membrana 
mitocondriale, indice di danno funzionale, rispetto ad animali di controllo. Dal momento che la 
depolarizzazione della membrana e la frammentazione mitocondriale sono due aspetti tra loro 
correlati, i risultati ottenuti mediante citofluorimetria ci hanno spinto ad analizzare le dinamiche 
mitocondriali dal punto di vista biochimico, ed in particolare l’equilibrio tra fusione e fissione dei 
mitocondri L’analisi dei mitocondri isolati dai nuclei precerebellari mediante la tecnica di Western blot 
ha evidenziato che, a seguito di emicerebellectomia, l’equilibrio tra fissione e fusione mitocondriale era 
notevolmente sbilanciato a favore della prima, come dimostrato dall’aumento dei livelli mitocondriali 
della proteina Drp1, responsabile dell’induzione di fissione mitocondriale, e dalla riduzione dei livelli 
di Mfn1, proteina coinvolta nella fusione. Poiché la defosforilazione del residuo della serina 637 di 
Drp1 ne induce la traslocazione dal citosol al mitocondrio, abbiamo quantificato l’attività della 
calcineurina (la fosfatasi responsabile di suddetta de fosforilazione) che è risultata molto più attiva 
negli animali HCb rispetto a quelli di controllo. Questi primi risultati hanno supportato la nostra 
ipotesi iniziale, secondo la quale l’attivazione dell’autofagia nei nuclei precerebellari controlaterali alla 
lesione potrebbe essere indotta da un danno mitocondriale, pertanto abbiamo voluto comprendere 
quali fossero le conseguenze di un’alterazione della machinery autofagica sullo stato funzionale dei 
mitocondri di animali lesionati. Un’induzione farmacologica del processo (somministrazione di 
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rapamicina) determinava una minore perdita di funzionalità mitocondriale, mentre i mitocondri isolati 
dagli animali con un deficit genetico dell’autofagia (eterozigoti Becn+/-) risultavano marcatamente 
depolarizzati, e la rapamicina non era in grado di migliorare questa condizione. Abbiamo quindi 
verificato che l’induzione di autofagia mediante somministrazione di rapamicina aveva un effetto 
protettivo sulla funzionalità mitocondriale, ed abbiamo ipotizzato che questo fosse dovuto alla 
rimozione selettiva degli organelli danneggiati. Parallelamente all’analisi in vivo abbiamo condotto una 
serie di esperimenti in un sistema in vitro utilizzando una linea cellulare immortalizzata (SH-SY5Y) per 
riproporre il danno mitocondriale (usando FCCP, vedi dettagli più avanti) e riuscire 
contemporaneamente a manipolare il processo autofagico; per far questo abbiamo silenziato 
parzialmente il gene Beclin1 (siBecn1), provocando un difetto basale nel processo autofagico. Nelle 
cellule di controllo (siCtrl) l’induzione di un danno mitocondriale mediante somministrazione di un 
agente depolarizzante (FCCP) provocava un’attivazione del processo autofagico pari a quella ottenuta 
con la somministrazione della rapamicina, ed un aumento dei livelli di attività della caspasi-3 (indice di 
attivazione dell’apoptosi); co-trattando con rapamicina ed FCCP abbiamo invece potuto osservare un 
ulteriore aumento dei livelli di autofagia, associato ad una ridotta attività della caspasi-3 rispetto al solo 
trattamento con FCCP, il che ha confermato l’effetto protettivo della rapamicina. I farmaci non 
evocavano però gli stessi effetti sulle cellule siBecn1, a causa della loro incapacità di svolgere 
efficientemente il processo autofagico. Il modello in vitro ci ha permesso di studiare, infine, la 
morfologia mitocondriale, indagando se la rapamicina svolgesse anche in questo caso un ruolo 
protettivo. Abbiamo potuto confermare, sia osservando lo stato di frammentazione del network 
mitocondriale per immunofluorescenza, sia quantificando i livelli mitocondriali di Drp1, che il 
trattamento con rapamicina era in grado di opporsi all’eccessiva fissione indotta dall’FCCP soltanto 
nelle cellule in cui il processo autofagico poteva essere svolto correttamente.  
Alcune obiezioni potrebbero essere mosse riguardo al modello cellulare utilizzato per la messa a 
punto del sistema in vitro: le principali riguardano il fatto che la linea in questione è costituita da cellule 
di neuroblastoma umano, che, rispetto ai neuroni, hanno un’origine embrionale diversa (le prime 
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derivano dalle creste neurali, mentre i secondi hanno origine dal tubo neurale), ed il fatto che si tratta 
di una linea immortalizzata, che quindi presenta delle alterazioni a livello del ciclo cellulare. 
Nonostante le evidenti differenze tra le cellule utilizzate ed i neuroni, tale sistema cellulare risultava 
essere il più adatto per studiare la risposta al danno mitocondriale in termini di fissione ed induzione 
dell’autofagia. Le cellule SH-SY5Y sono infatti cellule ben caratterizzate e ampiamente utilizzate per la 
modelizzazione in vitro (come dimostrato da una rigogliosa letteratura che vede il loro utilizzo), 
facilmente coltivabili e efficientemente trasfettabili. 
In conclusione, i nostri risultati dimostrano che il primum movens della degenerazione remota in neuroni 
assotomizzati sia il danno mitocondriale e il conseguente accumulo di mitocondri depolarizzati. A 
seguito del danno mitocondriale viene attivata la machinery autofagica per neutralizzare i mitocondri 
poco funzionali e potenzialmente dannosi per la cellula, in quanto sono sorgenti di  ROS (reactive 
oxygen species), e rilasciano fattori pro-apoptotici, causando morte neuronale per apoptosi. La 
stimolazione farmacologica dell’autofagia risulta quindi avere un effetto protettivo promuovendo lo 
smaltimento dei mitocondri danneggiati. 
Queste osservazioni hanno una notevole rilevanza terapeutica, dal momento che la degenerazione 
retrograda dei neuroni assotomizzati è un aspetto caratteristico di diverse condizioni patologiche, tra 
cui sclerosi multipla, ictus, trauma cranico e lesione spinale. È infatti dimostrato che, a seguito di una 
lesione primaria, si possa determinare una ingravescenza del deficit funzionale del sistema nervoso 
centrale dovuto ad un fenomeno di morte cellulare esteso ad aree remote rispetto al sito della lesione 
primaria ma funzionalmente connesse ad esso. In situazioni patologiche di questo tipo è essenziale 
mettere in atto, quanto più tempestivamente, una strategia di contenimento del danno andando a 
contrastare tutti quei fenomeni responsabili della degenerazione dei neuroni, tra cui apoptosi ed 
infiammazione. In quest’ottica, il potenziamento del processo autofagico – e, più nello specifico, del 
processo mitofagico - potrebbe essere considerato come una strategia terapeutica neuroprotettiva, da 
attuarsi nelle fasi precoci del danno, in modo da impedire che il danno mitocondriale agisca da 
innesco per processi di morte cellulare apoptotica.  
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Negli ultimi anni, inoltre, molti gruppi di ricerca si sono dedicati all’analisi della funzionalità 
mitocondriale e della machinery autofagica in vari contesti patologici, specialmente per quanto riguarda 
le malattie neurodegenerative progressive (malattia di Alzheimer, malattia di Parkinson, Corea di 
Huntington); tanto il danno mitocondriale quanto un malfunzionamento del processo autofagico (e 
mitofagico) sono implicati in queste patologie, ma risulta estremamente difficile inserire questi aspetti 
nel quadro generale di queste patologie estremamente complesse. In una prospettiva futura, pertanto, 
lo studio descritto in questo lavoro limitatamente al danno secondario potrebbe essere esteso anche 
ad altre malattie neurodegenerative.  
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